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は  じ  め  に 

 
秋田県健康環境センターは、平成１８年度に旧衛生科学研究所と旧環境セン

ターが統合して設立され、現在７年目を迎えています。平成２２年度には、保

健所でも行われていた試験検査業務が当センターに移管され、本県の保健・環

境に関する試験検査体制が一元化されました。 
平成２３年３月には、当センターの今後１０年間の方向性を定めた「中長期

計画」の改訂を行いました。この中で県民生活の安全・安心の実現に向け、「健

康の保持及び増進」、「感染症、食中毒及び化学物質による健康被害の防止」、「環

境の保全」の３つを基本方針と定め、職員一同がこれらに関する調査研究と試

験検査に取り組んでいます。 
そうした中で発生した東日本大震災に起因する東京電力福島第一原子力発電

所事故によって、本県における放射性物質の測定・監視を行っている当センタ

ーの役割が一層重要となりました。その対応のため、県内のモニタリングポス

トを１基から６基に増設して空間放射線量の監視を強化したほか、ゲルマニウ

ム半導体検出器も１台から２台に増設し、食品、水道水、降下物、土壌、廃棄

物等に含まれる放射性物質濃度の迅速な測定と結果等についての情報発信を行

い、県民の皆様の安全・安心の確保に努めています。 
この年報は、放射能を含め、主に平成２３年度に当センターが行った、感染

症、食中毒、化学物質、大気・水質環境などの分野に関する調査研究や業務実

績の概要についてとりまとめたものです。本書を通じて多くの県民の皆様に当

センターの活動への御理解と関心を高めていただくとともに、率直な御意見を

頂戴することにより、今後の業務に生かしていきたいと考えております。 
県民の皆様の温かい御支援、御協力をお願いいたします。 
 
 
平成２４年１２月 

秋田県健康環境センター所長        

高 橋  浩 
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1.沿革

年 月

明治35.7 
明治末期

昭和28. 1 

39. 4 

39. 6 

45. 7 

48. 7 

56. 4 

61. 8 

平成12.4 

14. 3 
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事

衛生試験所を秋田市牛島町に設立。
庁舎を秋回市土手長町に移転。

衛生研究所に改称。

衛生科学研究所に改称。

庁舎を秋田市古川堀反町(現千秋明徳 j
町)に新築移転。

庁舎を秋田市千秋久保田町に新築移

項

公害技術センターを秋田市茨島の工業試験場内

に設立。
庁舎を秋田市八橋に新築移転。

環境技術センターに改称。

環境セング}に改称。

秋田市山王の県庁第二庁舎に総務班及び監視・情
報lj)Iを置く。
八橋分室敷地内にダイオキシン類分析棟を新築。

18. 4 I衛生科学研究所と環境センターを組織統合し，健康環境センターと して発足。
千秋庁舎に企岡管理室及び保健衛生部を，八橋庁舎に環境部を設置。

21. 4 I八橋庁舎の環境部を千秋庁舎に移転し，庁舎を統合。保健衛生部の理化学部門と環境部の
化学物質部門を統合した理化学班を環境 ・理化学部内に設置。組織を企画管理室，保健衛
生部及び環境・理化学部とする。

22. 4 I保健所の試験検査課を統合。保健衛生部の微生物班を細菌班とウイノレス班に再編し，健康
科学班を健康科学 ・管理班に名称変更。環境・理化学部を理化学部と環境保全部に再編。
理化学部には，理化学班を再編した食品理化学班と環境理化学班を設置。環境保全部には
環境調査班を名称変更した環境保全班を設置。

24. 4 I企画管理室の総務 ・企画班を再編し、総務管理班と企画情報班を設置。保健衛生部の健康
科学・管理班を廃止。理化学部の食品理化学班と環境理化学班を統合し、理化学班を設置。

2. 庁舎の概要

り所在地

2) 敷地

3) 建物

秋田市千秋久保田町6番 6号

867.75 n1 (建物建床面積)
鉄筋コンクリート造5階建 延床面積 4，553.52nf 

3. 組織 (平成24年4月 IIヨ現在)

所 長

| 鋼管理観 | | 保健衛生部長 | 理化学部長 環境保全部長

総務管理m 企画僚級班 細菌斑 ウイJレス斑 迎化学級 環境保全班

主幹 上席研究員 3 上席研究員 2 上席研究員 主任研究員 主任研究員 4 

高IJ主併 主任研究員 主任研究員 2 主任研究員 4 湾問員 2 目F門員 2 

主査 2 研究員 2 研究員 3 研究員 5 研究員 3 

技能主任 非常勤戦員 非常勤総員 技師

臨時職員 臨時職員 臨時職員

言i-6名 書十4名 言十8名 普十8名 計9~ 割 11名

総職員数 51名(正職員42名，専門員4名，非常勤職員2名，臨時職員3名)
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職員名簿4. 

(平成24年4月 1日現在)

名

治
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員IJ
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柳

谷

橋

野

一
部

中

藤

野

藤

谷

ちひろ

カ則

恵理子

貴司

雄 二

久利

亜希子

淳子

関IJ

千春

さおり

義明

忠

修

博

問

山
一
旦

林

木

友

洲

村

原

川

明

一

回

之

修

匠

司

正

司

文

之

恵

治
将

英

純

利

一
木

塩

水

回

畑

嶋

閉

橋

木

魚

一

々

氏
一高
一
瀬
一
近

佐

県

高

佐

岩

佐

柴

田

一
務

一

千

和

八

熊

高

今

一

安

回

斎

秋

佐

藤

柴

村

一絵
一

小

鈴

大

松

中

菅

小

天
一
柴

一
鈴

石

清

成

大

高

玉

高

佐

生

橋

尾

i険

所

室 長

主 斡(兼)班長

副 主 幹

主 査

主査

技能主任

上席研究員(兼)班長

上席研究員

上席研究員

主任 研究員

部長

上席研究員(派)班長

上席研究員

主任研究員

主任 研究員

研究員

研究員

上席研究員(兼)班長

主任研究員

主 任研究員

主任研究員

主任研究員

研究員

究員

研究員

部長

主任研究員(兼)班長

専 門 員

専門員

研究員

研究員

研究員

研究員

研究員

部長

名

長

班

班

理

報

管

{宵

務

画

総

A 
.u::. 

企画管理室

班

班ス

菌

ノレイ

細

ウ

保健衛生部

研

:cJl ~. 
寸ι.イじ理

音11民4
寸'b

L
 

'''E 
理

主任研究員(兼)班長

主任研究員

主任研究員

主任研究員

専門員

専 門 員

研究員

研究員

研究員

技師

班全d保境若者

環境保全部
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5.業務内容
(平成24年4月 !日現在)

-人事，服務
‘再b苛~、務 管 理 型正 -予算，決算

-庁舎管理，庶務一般

人.u::. 

画
管 -研究の企闘・評価 ・進行管理
理 -センター中長期計画の進行管理
室

{e 間 情 報 君主 -広報，研修

-生活習慣病予防対策業務

-花粉症予防対策業務

-精度管理

-感染症発生動向調査にともなう病原体検査業務

-細菌感染症と食中毒の試験検査及び調査研究

車Is 菌 政E -薬剤耐性菌に関する調査研究

-医薬品等に関する検査

-収去食品及び環境検体等に関する細菌検査

保
健 -感染症発生動向調査にともなう病原体検査業務
衛

-ウイノレス感染症と食中毒の試験検査及び調査研究生
音日 -エイズ・性感染症 ・B型肝炎 ・C型肝炎の抗体検査

ウ イ ノレ ス 明王
-つつが虫病の抗体検査及び調査研究
-新生児マス ・スクリーニング検査及び調査研究
-感染症情報センター業務
-結核登録者情報調査
-健康づくりに関する調査研究

-食品の安全性に係る試験検査及び調査研究

理
-食品放射能の測定
-有害家庭用品試質検査

イ部品一十ヒ& 
理 化 学 理f

-収去食品の理化学的検査
-工場 ・事業場排水中の化学物質の検査
-廃棄物関係検査
-環境中の化学物質に関する調査研究

-公共用水域水質調査
-工場 ・事業場排水基準検査
-工場 ・事業場ばい煙排出基準検査

環境
-廃棄物関係検査
-生活衛生関係検査

保 環 境 保 全 現i -環境放射能の測定
全 -大気汚染常時監視
音R -航空機騒音調査

-酸性雨調査
-アスベスト環境調査

-環境保全に関する調査研究
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6.主要機器
(平成24年4月l日現在)

機 器戸 名 規 格

地子顕微鏡 日本電子 JEM・1010

偏光ゼーマン原子吸光光度計 目立製作所 Z・50∞

原子吸光分光光度計 バリアン ・テクトロン AA・220FS

原子吸光分光光度計 バリアン ・テクノロジーズ AA・280FS

lCP発光分光分析装置 サーモフィシャー iCAP6300DlIO 

分離用趨遠心機 目立工機 CP70MX 

ガスクロマトグフフ質量分析計 島津 QP5000 

ガスクロマトグラフ質量分析計 Ji:J津 QP5050A

ガスクロマトグラフ質量分析計システム 日本電子社 JMS・7∞Dほか

ガスクロマトグフフ質量分析計 アジレント ・テクノロジー 6890N/5973N 

超臨界流体抽出装置 ISCO SFX220 

ガスクロマトグラフ質益分析計 烏津 GCMS-QP2010 PllIS 

ガスクロマトグラフタンデム型質量分析言十 サーモフィシャー TSQ QuantumGC 

キャピラリーガスクロマトグラフ ヒューレットパッカード HP68切

ガスクロマトグラフ アジレント ・ァクノロジー 6890N 

FID付ガスクロマトグラフ アジレン卜 ・ァクノロジー 7890A 

FPD・ECD付ガスクロマトグラフ アジレン卜 ・テクノロジー 7890A 

品速液体クロマトグラフ 目立製作所 D・7ωo

角速液体クロマトグラフ 日立製作所 レ70∞

高速液体クロマトグフフ 日立製作所 し70∞

向速液体クロマトグラフ 日本ウォーターズ 2695 

角速液体クロマトグラフ 日本ウォーターズ 996アライアンスシステム

I偽速液体クロマトグラフ アジレン 卜・テクノロジー DAD. FLD検出器付 12∞シリーズ

液体クロマトグラフタンデム質量分析計 ABサイエックス API4∞o 

ノノレマノレヘキサン自動抽出装置 ラボァック HX-IOO<は

イオンクロマトグラフ 日本ダイオネクス DX-120 

イオンクロマトグラフ 日本ダイオネクス DX・320

高速溶媒抽出装置 DIONEX社 ASE-200 

iUJ速溶媒抽出装置 DIONEX宇土 ASE・3∞

大量注入浴媒除去シスァム SGE干土 SCしV

オートアナライザー 目立メディコ 7020 

オートアナライザー ビーエノレテック Q凶 Atro2-HR 

Ge半導体検出器付波品分析装置 セイコ-EG&G GEM20P， MCA7700 

Ge半導体検出器付波両分析装置 セイコ-EG&G GEM25・70，MCA7ωo 

PCRプロダクト検出定sシスァム アプライドバイオシスァムズ ABI PRJSM 7∞o 

遺伝子増幅装置 日本ロシュ ライトサイクフーシスァム3

自立すj核酸精製装置 日本ロシュ MagNAPlIreしC2.0

先天性甲状腺機能低下症等スクジーニング
BSD600 

システム

低バックグランド放射能自動測定装置 アロカ LBC-420IB 

モニタリングポスト アロカ MAR・22

空間政射線量モニタリングシステム 東芝 SD22-T

大型l向圧蒸気滅菌装置 平山製作所 HK・530E

大気汚染常時監視ァレメータシスァム NEC他

マイクロウェープ分解装置 マイノレストーンゼネラノレ ETHOS900 

航空機騒音自動測定装置 リオン NA・37



H 業務実績
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l 試験検査実績

1. 1保健衛生部行政依頼検査

(件数)

年度

項目
平成21 平成22 平成23

感染症発生動向調査病原体別検 ウイルス分離検査 459 638 737 

査数 細菌検査 719 854 739 

インフルエンザ感染源調査 100 100 100 
感染症流行予測調査

日本脳炎感染源調査 70 70 70 

ノロウイルス検査 357 240 286 
食中毒等検査

細菌検査 810 lラ065 之969

HIV抗体検査 7 6 7 

H1V抗体確認検査 4 6 4 

性器クラミジア抗体検査 199 192 156 

;梅毒抗体検査 202 190 154 

;B型肝炎抗原検査 334 155 159 

細菌・ウイルス等の試験検査
;C型肝炎抗体検査 338 154 159 

;麻疹抗体価検査 。 47 2 

4 17 28 

;新型インフルエンザ 372 56 10 

;新型インフルエンザタミフル耐性検査* 16 43 

;3類感染症に係わる病原微生物検査 714 lラ108 589 

カンピロ血清型別 6 。 。
|酬レプレ ー カンピロ感受性試験 31 32 66 
業務

ジフテリア・百日咳・
55 45 83 

ボツリヌス

;結核菌RFLP検査. VNTR検査 7 5 11 

;つつが虫病血清検査 67 110 108 

;その他微生物学的検査 93 15 330 

;食品収去検査* lラ089 lラ021

食品衛生に係る検査 ;食中毒菌汚染実態調査 325 325 275 

;精度管理 3 

;公衆浴場水，遊泳プール水の大腸菌検査キ 32 34 

生活衛生に係る検査 ;貸しおしぼり検査* 32 32 

;公衆浴場等レジオネラ属菌検査 61 59 67 

;公共用水域水質環境調査* 222 215 

水質汚濁対策 j八郎湖水質保全調査キ 79 79 

;工場事業場排水基準検査キ 281 266 

廃棄物対策 ;産業廃棄物等基準検査* 21 20 

マス・スクリーニング ;先天性代謝異常，内分泌疾患 7.999 7ラ741 7ラ777

医薬品等監視指導業務に係る検査 ;医薬品，医薬部外品，医療機器(細菌 9 8 5 

;栄養調査・解析 871 

県民健康・栄養調査 (5年毎に実施);食生活状況調査・解析 823 

;塩分濃度測定 281 

dロh 計 13ラ343 15ラ011 18ラ579

*新型インフルエンザタミフル耐性検査，食品収去検査，公衆浴場水・遊泳プール水の大腸菌検査，貸しおしぼり検査，公共用水

域水質環境調査，八郎湖水質保全調査，工場・事業場排水基準検査，産業廃棄物等基準検査については，平成22年度から新たに

項目を起こした。
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1. 2保健衛生部一般依頼検査

年度

項目

感染症発生動向調査に関わる検査 ;秋田巾保健所依頼分(再掲)

ウイルス分離検査

食中毒関係等ノロウイルス検査

新型インフルエンザ*1

新型インフルエンザタミフル耐性検査*2

細菌・ウイルス等の試験検査 細菌培養同定検査

細菌遺伝子解析検査

真菌否定検査
血液製剤無菌試験

細菌否定検査

H1V抗体確認検査]

iロ』 計

*1新型インフルエンザ HIV抗体確認検査については，平成21年度から新たに項目を起こした。

勺新型インフルエンザタミフル耐性検査については，平成22年度から新たに項目を起こした。

1. 3情報提供業務

年度

項目

収集

報告

週報 還元

解析

提供
患者情報

収集

報告
基幹・地方感染症情報センター

(感染症発生動向調査依頼業務)
月報 還冗

解析

提供

収集

報告
病原体情報

還元

解析

解析評価委員会資料提供

収集

報告

還元
結核登録者情報調査依頼業務 「一

収集

報告

還元(前年分)

スギ花粉予報作成提供

花粉症予防対策依頼業務
スギ花粉測定数

スギ雄花芽調査数

i花粉症患者調査票数

合 計

(件数)

平成21 平成22 平成23

83 215 340 

35 。 9 

139 4 。
257 13 。

。
3 。
。 3 。
34 18 。
34 18 。
。 。

585 273 349 

(件数)

平成21 平成22 平成23

477 468 468 

53 52 

53 52 52 

53 52 52 

477 468 468 

108 108 108 

12 12 12 

12 12 

12 12 

108 108 108 

697 350 350 

697 350 350 

697 350 350 

697 350 350 

6 6 6 

108 108 108 

12 12 

12 12 12 

9 9 

73 53 53 

73 202 

15 15 

72 85 

4ラ535 3ラ248
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1.4理化学部行政依頼検査

(件数)

頃 H 年度 平成21 平成22 平成23

;残留抗生物質残留合成抗菌剤検査 150 540 926 

;残留農薬実態検査 8，381 7，379 7，985 

食品監視業務に係る検査
食品収去検査(食品添加物等) 808 720 

精度管理 15 16 21 

医薬品等監視指導業務に係る検査 ;医薬品，医薬部外品，医療機器(理化学) 2 2 。
家庭用品試買検査 ;有害物質 86 61 53 

地熱開発地域環境調査 ;温泉分析 300 252 。
;空間線量 365 365 366 

;全ベータ線 150 156 52 

環境放射能水準調査
核種分析 79 84 82 

分析確認 55 55 55 

;空間線量 460 9.328 

降下物 14 813 

福島原子力発電所事故に伴う緊急
蛇口水 17 831 

環境放射能調査
核種分析 環境試料 2 638 

食品試料 2 324 

畜産試料 2 573 

公共用水域水質調査 。 62 48 

地下水調査 14 121 。
水質汚濁対策

緊急調査 。 179 59 

90 111 98 

土壌汚染対策 ;汚染土壌処理事業所柏市l 32 32 

化学物質対策 ;イヒ学物質環境調査 136 140 132 

;産業廃棄物等基準検査 360 364 262 

廃棄物対策 | …環境献
436 489 599 

能代産業廃棄物処理センター

環境保全対策 能代産業廃棄物処理 1.710 3，456 3.194 
センター関連調査

1口』 計 12，329 15，131 27，191 

*1汚染土壌処理事業所検査については，平成22年度から新たに項目を起こした。

*2福島原子力発電所事故に伴う緊急環境放射能調査については，平成23年度から新たに環境試料・食品試料・畜産試料の

項目を起こした。
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1. 5環境保全部行政依頼検査

年度

(件数)

平成21 I 平成22 平成23
項目

551 55 56 

(382，634) I (463ラ449) (462，149) 

大気汚染常時監視キl 声、ν
山
リ

1

4

 

ハ
リ声、J『ハツウんー(

 

声、ν
、l
ノ

2
1

ハ
リ声、Jウんぅ06

 
1
 
1
 
(
 

声、ν
、l
ノ

1

1

7

 
7
 

A
ツ『

今

JAV
 
l
 
(
 

大気汚染対策
工場局

A凶
寸

、

l
ノ

勺

/

'

I
A品
寸

今

JラハV
A品
寸声、J(
 

A凶
寸

、

l
ノ

勺
/
ハ
リ
ウ
ん40
 
ラ

ウ
ん40
 

Aは
寸(
 

A凶
寸

、

l
ノ

ウ
/
ハ
リ声、J06
 
『

ハツ1
 
2
 
(
 

アスベスト対策

雨実態調査

石綿飛散調査

公共用水域水質調査

地下水調査

3ラ975

lラ450

環境調査

166 

工場・事業場排水基準検査

水質汚濁対策

調査
八郎湖水質保全対策調査

玉川酸性水影響調査 533 

十和田湖水質保全対策調査
十和田湖水質生態系調査

十和田湖流入河川調査

360 

29 29 25 

1，380 

43 

4ラ171

47 

91 

2，383 

36 36 

475 288 

36 

36 

40 

64 

20 

735 

。 508 

lラ420

61 59 

。 80 

4ラ016

7 137 

304 

240 

。 。

。 24 

土壌汚染対策 汚染土壌処理事業所検査 2

遊泳用ブール水質検査 2

公衆谷場水質検査 2

食肉衛生検査所自主検査 2

生活衛生に係る検査

。 2，514 

36 

18 

16 

20 

騒音対策 735 758 航空機騒音調査

216 

240 

45 

廃棄物対策

産業廃棄物等基準検査

能代産業廃棄物処理センタ一関連調査

緊急調査 2

。 lラ179

731 

1351 

。
之斗
口 7ラ397 12ラ018計 (大気汚染常時監視を除く)

387 

12ラ135

* 1大気汚染常時監視は，測定対象項目数(実測データ数)を表す。
*27Jc浴場水，汚染土壌処理事業所検査，遊泳用ブール水質検査，公衆浴場水質検査，食肉衛生検査所自主検査，廃棄物対策緊急

調査については，平成22年度から新たに項目を起こした。
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2 研修・学会等

2. 1研修等参加

年月 日 研修名

23.04.15 水産生物放射能分析技術研修会

23.05.16-27 平成23年度特定機器分析研修日

23.07.07-08 平成23年度先天性代謝異常症等検査技術者研修会

23.08.25-28 公衆衛生活動 ・研究論文の書き方研修会

23.10.17-28 廃棄物分析研修

23.10.18 オキシダン ト計校正研修

23.10.28-29 環境保全 ・公害防止研究発表会

23.11.01-02 平成23年度地方衛生研究所全国協議会北海道・東北 ・新潟支部微生物

研究部会総会 ・研修会

23.11.10-11 平成23年度地域保健総合推進事業「感染症情報センター担当者向け

ブロック疫学研修会 ・連絡会議J

23.11.18 平成23年度食品衛生検査施設{言頼性確保部門賞任者等研修会

23.1 1.21 「結核薗分子疫学情報データベースの構築J講習会

23.11.24-12.09 平成23年度水質分析研修 (8コース)

23.1 1.24-12.09 水質分析研修

23.11.30 感染症の病原体等の運搬に関するま常習会

23.12.05-08 平成23年度環境放射能分析研修

23.12.14 3社共催農薬分析技術セミナー2011

24.01.16-20 アスベスト分析研修

24.01.19-20 平成23年度公衆衛生情報研究協議会総会および研究会

24.01.26 第 57回水環境セミナー

24.01.26-27 平成23年度化学物質環境実態調査 環境科学セミナー

24.01.27 平成23年度指定薬物分析研修会議

24.02.06 低周波騒音ifllJ定講習会

24.02.22-23 平成23年度希少感染症診断技術研修会

24.02.27-28 平成23年度地方衛生研究所全国協議会衛生理化学分野研修会

24.02.28 平成23年度日本食品分析センター講習会

24.03.02-03 日本マス ・スクリーニング学会技術部会第30回研修会

24.03.12 結核登録者情報システム研修

24.03.13 次期感染症サーベイランスシステム研修会

24.03.16 平成23年度放射線監視結果収集調査検討会

参加者 開催地

菅原剛 神奈川県

松がl亜希子 埼玉県

秩野和華子 東京都

栗盛寿美子 東京都

高橋英之 矯玉県

清水匠 山形県

藤島直司 青森県

熊谷優子 青森県

秋野和華子

害容藤志保子 山形県

村山力則

菅原剛 東京都

八柳 i問 宮城県

玉回将文 ;崎玉県

佐々木純恵 ;崎玉県

千紫真知子 東京都

菅原剛 千葉県

天明さおり 東京都

佐々木純恵 靖玉県

村山カ則 東京都

小林貴ー司 東京都

山田雅泰 矯玉県

玉田将文

失明さおり 東京都

高鱗英之 東京都

今野貴之 東京都

秋野和重喜子

菅原剛 東京都他

松がl亜希子 宮城県

秋野和華子 東京都

問中~子 東京都

村山力則 東京都

松田恵理子 東京都

菅原剛
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2.2学会等出席

年月 日 学会名
出席者

(0は演題発表者)
開催地

23.05.16-17 第 101回日本食品衛生学会学術講演会 松田恵理子 東京都

23.06.11-12 第52回日本臨床ウイノレス学会 秋野和華子 三重県

23.06.29-30 衛生微生物技術協議会第32回研究会 0八柳 潤 東京都

今野貴之

0斎藤博之

佐藤寛子

23.07.15-16 第 15回腸管出血性大腸菌感染症研究会 八柳潤 大阪府

23.07.22 第60回東北公衆衛生学会 岩谷金仁 福島県

23.08.05 第4回農薬残留研究会談話会 松田恵理子 神奈川県

23.08.17-18 東北食中毒研究会第24回全体会議 ・研修会 翼手藤志保子 山形県

0八柳 潤

23.08.18 第65回日本細菌学会東北支部総会 0今野貴之 山形県

23.09.06-10 IUMS(国際微生物学会)20 1 1 Sapporo 0八柳 潤 北海道

23.09.08-10 第58四日本栄養改善学会 莱盛寿美子 広島県

23.09.10-11 ウイルス性下痢症研究会第23回学術集会 斎藤博之 北海道

佐藤寛子

23.09.12-14 国際微生物学連合2011会議 0斎藤博之 北海道

23.09.29-30 第 102回日本食品衛生学会学術講演会 0斎藤博之 秋田市

0小林貴司

0松扮l亜希子

第56回日本寄生虫学会 ・日本衛生動物学会
23.10.01 

北日本支部合同大会
0佐藤寛子 山形県

23. 1O.06~07 第32回日本食品微生物学会学術総会 高橋志保 東京都

0斎藤博之

23.10.18 平成23年度全国保健統計協議会総会 O悶中京子 秋田市

23.10.19-21 第70回日本公衆衛生学会総会 高山憲男 秋田市

岩谷金仁

栗盛寿美子

0田中賞子

村山カ則

23.10.20-21 腸炎ピブリオシンポジウム 八柳潤 東京都

23.10.22 第35回秋田県医学検査学会 0柴回ちひろ 横手市

23.10.28.......29 第38回日本マス ・スクジ ーニング学会学術集会 秋野和華子 福井県

23.11.03-05 第 19回ダニと疾患のインターフェースに関するセミナー 0依藤寛子 広島県.
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23.11.03 -05 第22回廃棄物資源循環学会研究発表会

23.11.04 
平成23年度全国環境研協議会廃築物資源、循環学会併設研究発

4主柱xzdEzh c 

23.11.10-11 全国衛生化学技術協議会年会

23.11.17-18 第 34回農薬残留分析研究会

23.11.25 第 19回秋田応用生命科学研究会

23.11.29 
地方衛生研究所全国拡議会 関東甲信静支部公衆衛生情報研

究部会

23.12.01 第 53回環境放射能調査研究成果発表会

23.12.03 第4回日本カンピロパクター研究会総会

23.12.03-04 第 24回日本性感染症学会

24.01.19-20 第25回公衆衛生情報研究協議会総会 ・研究会

24.03.14-16 第46回目;本氷環境学会

2.3健康環境センタ一主催研究発表会

2 

3 

開催日 :平成23年6月 14日(火)

開催場所:秋田県総合保健センター

演 題 名

結核サーベイランス情報を用いた秋田県の結核登録の現状

平成23年 2月に発生した Shigellaboydii 4感染事例について

秋田県における食品の食中毒菌汚染実態調査結果について

小川千春

0成問修司

天明さおり

松岡恵理子

松鋭!亜希子

0斎藤博之

0田中貴子

菅原剛

野藤志保子

0尚橋志保

村山カ則

佐藤寛子

和田恵理子

村山カ則

小林貴司

0成問修司

0佐々木純恵

秋田県における非定型的下痢原性大腸菌の分離状況と aSIA保有大腸菌 (EASTIEC)の
4 
病原因子プロファイノレ

5 食品検体のノロウイノレス検査を闘的としたパンソノレピン ・トラップ法の開発

6 雄物川流域におけるツツガムシ生息調査と地元自治体との協力による感染予防対策について

7 GC/MSル1Sを用いた残留農薬一斉分析について

8 八郎湖の残留性有機汚染物質について

9 玉川源泉下流域及び岡沢湖における pH低下要因の解明

10 玉川酸性水中和処理による副次的水質改善効果

東京都

東京都

長野県

高知県

秋回市

東京都

東京都

神奈川県

東京都

埼玉県

東京都

発表者

問中貴子

八柳溶l

高橋志保

今野貨之

斎藤博之

佐藤寛子

天明さおり

玉田将文

成問修司

佐々木純恵
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2.4その他の口頭発表

年月日 発表会名 演題名

23.11.17 あきた産学官連携フォーラム 2011

-秋悶県内のスギ花粉飛散状況について

-玉川源泉の酸度上昇に対応した中和処理技術の開発と中和処理がもたらす副次的

効果

24.02.24 平成22年度保健環境業務研究発表会

-秋田県における鶏肉等のカンピロパクター汚染状況について

-福島第一原発事故に伴う秩悶県における放射能調査

-貝殻等を利用した新規中和材による玉川酸性水中和試験について

2. 5講師派遣等

2.5.1技術支援

実施日 主な内容 講師氏名 対象

発表者

日当山窓男

成田修司

高橋志保

菅原剛

高橋英之

23.07.26 牛肉の放射性物質濃度測定について 松岡恵理子 (株)秋悶県分析化学センター

23.10.25 パンンノレビン ・トラップ法について 斎藤博之 東京都中央区保健所

23.11.01 パンソノレビン ・トラップ法について 斎藤博之 広島大学

23.11.07 
タイの洪水に伴う水からのウイノレス検出

斎藤博之
大阪大学微生物研究所MOCID岡

について 林環樹

23.12.12 もみ殻リン回収材の製造工程について 成問修司 東北ピ、ノレ管財(株)

23.12.15 ボツリヌス菌のEE索試験について 千築真知子 (財)秩岡県総合保健事業団

24.1.31 食品の放射性物質濃度測定について 松田，恵理子
秋田県生活センター

....... 3.31 菅原剛

dEb3 h 計

2.5.2出前講座

開催地

秋悶市

潟上市

参加者数

4名

メール対応

メー1レ対応

メール対応

l名

5名

l名

11名

講座名 講師氏名 実施回数 延べ参加者数

(No.64)油断できない結核 問中貴子 5回 260名

(No.65)細菌性食中議 ・感染症について 千葉真知子 l回 30名

今野貴之 6回 200名

(No.66)ウイノレス性食中議について 斎藤博之 2回 60名

(No.67)ウイノレス性感染症について 斎藤博之 4回 137名

(No.68)環境放射能について 高嶋司 12回 532名

松岡恵理子 6回 316名

(No.69)環境中の化学物質について 小林食司 2回 225名

i口L 言十 38回 1.760名
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2.5.3その他講師派遣

主な内容 実施日 講師氏名 依頼元 参加数

私の仕事 23.05.21 高山慾男 秋田県臨床検査技師会 35名

平成22年結核登録者情報について 23.05.23 田中貴子 健康推進課 17 ~ 

廃棄物および地下水中の揮発性有機化合物等のモニ

タりングと実際
23.05.31 小林貴司

秋悶県立大学生物資源、科

学部
3名

食品および農産物中の残留農薬のモニタリングと生
松田，恵浬子

秋田県立大学生物資源科
3名23.06.07 

物影響 学部

食品および環境中の医薬品のモニタリングと生物影
松田恵理子

秋田県立大学生物資源科
3名23.06.21 

響 学音[1

シンポジウム「薬剤耐性菌JKPC-gg生肺炎縛菌 23.06.30 )~柳潤
衛生微生物技術協議会第

32回事務局
70名

シンポジウム「腸管系ウイノレスJ
斎藤博之

衛生微生物技術協議会第
200 ~ 23.06.30 

ノロウイノレス:食品からのウイルス検出法 32回事務局

手火岡県の結核の現状について 問中貴子
結核予防婦人会秋田県連

300名23.07.27 
1Eh32A2 h 

特殊災害の基礎知識一放射性物質災害一 23.08.08 斎藤|噂之 秋田県消防学校 108 ~ 

秋回県における減厳と野菜摂取の取り組みについて 23.08.23 栗盛寿美子 健康推進課 340名

個体の反応 I生体と微生物1 23.09.26 八柳潤 秋聞大学 130名

危険性物質等に係わる基礎知識及び関係法令 23.10.03 務勝博之 消防学校

細菌 ・ウイノレス
19名

食品のノロウイノレス検査の汎用化を目指したパンソ
斎藤博之

第 32回日本食品微生物学
750名23.10.06 

ノレどン ・トラップ法の開発 会学術総会事務局

秋田県における減纏と野菜摂取の取り組みについて 23.10.11 来盛寿美子 大館保健所 30名

疾病対策に活かすための保健統計一死亡統計に基づ 23.10.18 田中貴子 平成23年度全国保健統計

いた秋田県の疾病傾向の検討一 協議会事務局
50名

秋田県における減績と野菜摂取の取り組みについて 23.10.18 栗盛寿美子 大館保健所 35名

食肉などの食中毒菌汚染実態と汚染食品による健康 23.10.25 脊藤志保子 能代保健所

被害について
110名

微生物制御のための基礎知識 23.11.09 事寄藤志保子 生活衛生課 20名

ウイルス性食中毒について 23.11.11 斎際博之 生活衛生課 20名

秋田県における再生可能なエネルギーの利用状況と
回村高志

秋田県立大学生物資源科
17名23.11.18 

牒題 学部

秋田県における百日咳LAMP検査の概要 23.11.19 八相ifI 潤 秋回県医師会 40名

高齢者が気をつけたい感染症 23.11.22 斎藤博之 由利本荘保健所 61名

最近の感染症発生動向とその対策について 23.11.25 村山カ員IJ 由利本荘保健所 45名

我が国におけるこれからの結核対策~結核対策にお

ける地方感染症情報センターの役割
23.11.29 田中貴子

関東甲信静支部公衆衛生

情報研究部会事務局
知 名

保健情報学1 (保健衛生ニーズ、死亡統計) 24.01.12 問中貴子 秋田大学医学部保健学科 80名

保健情報学2 (生活習慣病対策の保健情報) 24.01.19 問中貴子 秋田大学医学部保健学科 80名



－14－

秋田康銅銭弱移をセンター年報 第7号 2011

保健情報学3(結核の情報管理 ・統計) 24.01.26 問中負ー子 秩回大学医学部保健学科 80名

秋凹県の結核患者の状況 24.02.01 問中貴子 健康推進課 260名

秋回県における放射能調査について 24.02.16 高l鳴司
秋回県人畜共通感染症懇

受目g白r:."コb弐、
37名

八郎湖の水質改善と地域資源の循環利用をめざした 24.03.03 成田修司 秋田県立大学生物資源科
30名

新たな取り組み 学部

合計 30回 3，023名

2.6視察 ・見学等受入

参加者区分 平成21年度 平成22年度 平成23年度

小 ・中学生 。 。 2 (1) 秋回大学附属中学校

インターンシップ
秋田大学 ・秋田県立大学

7 (2) 10 (2) 13 (3) 
秋図工業高等専門学校

その他の学生 31 (3) 14 (1) 13 (2) 秋回大学 ・実践女子大学

一般県民 15 (1) 。 。
業務関係者(医師臨床研修含む) 25 (5) (1) 20 (1) 秋回県食品衛生推進委員会

県外 。 3 (1) 4 (1) 福岡市南区衛生連合会

圏外
期三国際企業有限公司

7 (1) 9 (2) 3 (2) 
環日本海交流推進協議会

i口b、 言十 85 (12) 37 (7) 55 (10) 

注)括弧内の数字は団体数

2. 7受賞 ・表彰等

受賞日 受賞名 受賞者 対象研究 授与学会

学会特別賞 柴田ちひろ
秋田県の男性泌尿器科受診者にお

秋四県医学:検査学会23.10.22 
ける尿中 l-IPV検出状況

地方都市におけるオーラノレセック

23.12.03 20川年度学術奨励賞 佐藤寛子 ス経犠者のN.gono/'rhoeaeおよび 日本性感染疫学会

c.1/'achomalisの検出状況

受賞日 表彰名 受賞者 授与機関

23.08.01 平成23年度全国環境研協議会北梅道東北支部長表彰 高嶋司
全国環境研協議会北海道東北支

部

23.10.25 平成23年度全国環境衛生職員団体協議会長表彰 佐藤信也 全国殿境衛生職員団体協議会

23.10.25 平成23年度生活環境改善功労者表彰 高嶋司 生活と環境全国大会
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3. 研究業務実績

健康科学 ・管理班

がん対策における子宮頚がん早期発見とワ

クチン接種に向けての調査研究-HPV感染
状況とアンケート意識調査からー

(大同生命厚生事業団『地域保健福祉

研究助成J事業)

(平成 22年 11月より l年間)

研究概要

歌田県において HPV感染調査や子宮頚がん

に対する県民の意識調査は行われておらず，子

宮頚がん対策へのアプローチはまだ充分とは言

えない。そこで本研究では県民へ子宮頚がんに

ついてのアンケー ト調査を実施し，その解析結

果を子宮頚がんの検診率の向上に資することを

目的とするとともに，検診結果の精度向上につ

なげるため子宮頚がん検診の検査検体について

PCRによる HPV・DNA法の条件検討を行った。

結果

1 )アンケート調査

アンケー トを集計した結果，県内約 2，500人

の調査モニターのうち. 1，030人から回答があ

り，回収率は約 41.2%であった。

一度も検診を受けたことのない女性は 268人

(26.4%)であり，年代別内訳は 20代の 50.8%.

30代の 25.9%. 40代の 16.7%.50代の 16.3%.

60代以上の 18.2%となっていた。また子宮頭が

んに関する知識については全体で 「予防にはワ

クチンが有効であるJが 67.0%， f20........30識に

急増しているJが 54.4%と50%を超えていたが，

その他の回答は 50%を下回っており. f禁煙が

有効であるj という回答は最も低かった。また

子宮頚がん検診受診者は未受診者よりも全ての

設問で回答率が高く，このことから子宮頚がん

検診を受診しない女性ほど， 受診したことのあ

る女性より知識または関心が低いことが判明し

た。また，子宮頚がんに対する知識，関心の低

さが， 二子宮頚がん検診の未受診に繋がっている

ことが示唆された。

2) HPV遺伝子増幅条件の検討

NO.lから NO.8の検体より 抽出された DNAに

ついて.MYプライマー.PGMYプライマー，

GP5+/GP6+プライマーを用い PCRを行った。3

組のプライマーセッ トではいずれも No.4 と

NO.7から HPVが検出され，プライマーセット

による差は見られなかった。そこで PCR反応の

サイクノレ条件を検討した結果. GP5+/GP6+プラ

イマーによる Touch-downPCRにおいて No.5を

除く，すべての検体で HPVI場性となった。しか

しながらTouch-downPCR法はPCR反応の時間

の長さ. PCR装置の制限，および再現性などで

効率が悪かったため.PGMYプライマーセット

および GP5+/GP6+プライマーセットによる

Semi-nest PCR法を検討した。その結果. NO.5 

を除くすべての検体で目的となる DNA断片が

検出され. Touch-down PCR法よりも増幅効率

が上昇し，迅速性および汎用性の点で有効性が

得られた。また PCRに用いる Taqpolymeraseの

種類によって増幅効率が大幅に改善されること

が判明した。

子宮頚がん検診における受診率および検査

精度の向上に関する研究

(平成 23年度~平成 24年度)

研究概要

20数年連続で秋田県における死因 l位は悪性

新生物(がん)であり，検診受診率が低いこと

も一因となっている。そこで本研究は子宮頚が

ん検診を対象とし，検診受診率向上のためにフ

ォーカスグループインタ ビュー (FG1)法によ

る意識調査を行い，検診対象者の受診を妨げて

いる理由や問題点を明らかにする。また検診に

おける検査精度向上のために，現在行われてい

る細胞診検査に HPV-DNA法を導入検討し，検

診結果の精度向上を試みる。本研究は県民への

啓発 ・普及と検診の質の向上により子宮頚がん

の早期i発見に貢献し，役立てることを目的とする。

結果

子宮頚がん検診受診率向上を自指して 「住民

の生の声Jを把握する調査手法フォーカスグノレ

←プインタビューを実施した。対象は 20歳........30

藤代の若い世代の女性で，平成24年2月9日子

育てママさんグノレ」プ 7名.2月 14日会社員グ

ループ 7名.2月 16日学生グノレープ 14名に行

った。子育てママさんグノレープからは，子ども
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をみてくれる社会環境面の整備が充実すれば検

診を受けやすい。会社員グノレープからは，会社

の方で日時を設定し，上司が声かけしてくれる

など会社全体の理解と協力が得られると受けや

すい。学生グ、/レープからは，検診云々よりも，

前段の「子宮頚がんそのものを知らなし、Jとい

う実態が分かり ，しかしこれからは人ごとでは

いられないという関心の高さが把握できた。

また検査精度向上については，県内の婦人科

より提供してもらった子宮頭部の細胞より

DNAを抽出し， PCRにて HPV感染の有無，子

宮績がんへ移行する リスクの高い 16種類の

HPV遺伝子型の検出を行った。

当初，100種類あるほとんどの HPVの型を増

幅可能で、あるコンセンサスプライマーを用いて

PCRにより HPVゲノムの LI遺伝子を増幅し，

シークエンス解析， BLASTマッチングで HPV

遺伝子型を決定していた。しかしこの方法では，

異なるウイノレス遺伝子型が重複感染していた場

合，コピー数の多い HPV型のみが PCRで増幅

されるため，シークエンスによってハイリスク

型の重複感染が検出できない場合や，ハイリス

ク型が存在している場合でもコピー数の多いロ

ーリスク型のみが検出されることが判明した。

そこで今回の検査方法は LI遺伝子の検出は

HPVの感染の有無に限定し，ハイリスクについ

ては全て型特異的なプライマーにより増幅検出

することとした。

平成23年度の結果では，細胞診検査において

NILM (陰性)と分類された検体や，ASC-US (定

義不明な異形扇平上皮細胞)のように細胞診検

査では判定できない検体からもハイリスク型の

HPVが検出された。このことから子宮頚がん検

診における HPV-DNA法は検査精度を向上させ

るとともに，ハイリスク型感染者に対して検診

機会を増加させ，子宮頚がんの早期発見に寄与

するものと思われる。

細菌班

カンピロパクターレファレンスセンター業

務

(平成元年度"')

研究概要

地方衛生研究所技術協議会のカンピロパク

ターレフアレンスセンター支部として北海道 ・

東北 ・新潟ブロックからのカンピロパクター分

離株の血清型別依頼に対応している。また，県

内の散発患者由来株を含み，分離株については，

Penner法と Lior法による血清型別法の比較検討

を行っている。さらに，薬剤耐性化の傾向を把

握するため，分離株については，テトラサイク

リン，エリスロマイシン，ナリジクス酸，ノノレ

フロキサシン，オフロキサキン，シプロフロキ

サシンの 6剤について，感受性試験を実施して

いる。

平成 23年は，埼玉県船橋市の食中毒疑い事

例に関連して，患者2名中 l名からC.jejuniを

検出し，血清型別を実施した。また，県内の散

発下痢症患者由来の53株(C.jりuni52株，C.coli 

l 株)について Penner法と しior法の比較を行っ

た。さらに，そのうちの47株(c.jりuni46株，

C. coli 1株)について感受性試験を実施した。

また，同様にして収去食品の検査及び厚生労働

省からの依頼で行っている食品の汚染実態調査

において分離された 16株についても検査を実

施した。

結果

散発下痢症患者由来の c.jりuni52株のうち，
Penner法で単一の血清型に型別可能であったも

のはお 株 (67.3%)， Lior法では30株 (57.7%)

であった。C.colil株は Lior法で28型，Penner 

法では型別不能で、あった。

また，キノロン系薬剤に散発下痢症患者由来

のc.jそiuni46株中 25株 (54.3%)， C. co/i 1株
が耐性を示し，キノロン系薬剤への耐性化が進

行していることが危棋された。また， c. jりum

では 3株がエリスロマイシンに耐性を示した。

一方，食品由来株(鶏肉)にも同様の耐性を示

す株がみられたことから，鶏はカンピロバクタ

ーの汚染源としてだけではなく，耐性菌制御の

観点からも重要で・あることが示唆された。
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LAMP法による百日咳迅速診断の実施状況と
検査結果の概要一地方衛生研究所技術協議

会百日咳，ジフテリア，ボツリヌスレファ

レンスセンター業務ー

(平成 15年度'"'-)

研究概要

百日咳は，特有のけいれん性の咳発作を特徴

とする急性気道感染症である。我々は，県内の

百日咳対策に資するために， 地方衛生研究所技

術協議会百日咳，ジフテリア，ボツリヌスレフ

ア レンスセンター業務の一環として LAMP ~去に

よる百日咳検査法を導入し，健康推進課と連携

して県内の医療機関からの検査依頼に対応する

体制を確立 した。一方， 2010年 5月以降， 全国

的に百日咳様臨床症状を呈する疾患が流行し

た。全国のレファレンスセンターにおける検査

結果では，これらの患者は百日咳，マイコプラ

ズマ共に陰性であった。このため，国立感染症

研究所と連携して，これらの患者にどのような

呼吸器系病原微生物が関与しているか，各種呼

吸器系病原微生物検出用のリアノレタイム PCR

法を導入して検討した。

結果

2011年 4月 1日から 2012年 3月 31日までに

送付された 34検体中，2検体が LAMP法で百日

咳菌防性であった。また，マイコプラズマ (M.

pneumoniαe)は3検体が LAMP法で陽性となり，

そのうち大館市内の中学生2名から検出された

マイコプラズマについて，23SrDNAのシークエ

ンスを解析した結果，いずれもマクロライド耐

性を惹起する変異を保有していることが確認さ

れたことから，その結果を健康推進課と連携し

て感染症情報週報に掲載して周知を図った。マ

イコプラズマ LAMP法は検体受領の 2時間以内

に結果を医療機関に報告可能である。また，マ

クロライド耐性変異のシークエンス解析も早い

場合は検体受領の翌日，遅くても翌々日には医

療機関に結果を報告することが可能であること

から，本レファレンスセンター業務は百日咳だ

けではなく ，県内におけるマイコプラズマ感染

症の迅速診断にも寄与することが可能と考えら

れる。

一方，国立感染症研究所が開発した Bordetella

holmesii検出用 LAMP法キットを使用して 194

検体の百日咳疑い患者から調製して凍結保存し

ておいた DNA溶液を検討したところ， 5検体が

B. holmesii陽性であることが確認され，秋田県

内で百日咳様呼吸器疾患患者が B.holmesiiに感

染している事実が初めて確認された。今後も

LAMP法を使用して秋閏県における百日咳，マ

イコプラズマ，B. holmesiiの感染疫学について

検討すると共に，医療機関からのマクロライド

耐性マイコプラズマを含む検査依頼に迅速に対

応する必要がある。

地方衛生研究所における薬剤耐性菌等に関

する細菌学的，疫学的調査研究解析機能の

強化に関する研究

(平成 18年度~平成 24年度)

研究概要

食中毒原因菌や感染症原因菌とは異なり，

地方衛生研究所においては薬剤耐性菌の検

査や研究を実施する機会がこれまでは少な

く，検査 ・解析技術の機能強化が課題となっ

ている。本研究は厚生労働科学研究として国

立感染症研究所と連携して実施した事業で

あり ，地方衛生研究所副11菌検査担当者を対象

として薬剤耐性簡の検査 ・解析技術研修を実

施すると共に，薬剤耐性菌の耐性機構等に関

する調査研究を実施した。

結果

研究班に参加している9地方衛生研究所を

対象として，メタロ0ラクタマーゼ遺伝子検
出用 PCRのコラボレーティプスタディーを実

施し，病原体検出マニュアノレに掲載予定のプ

ライマーにより TMP-I，IMP・2，YIM-2遺伝子

が正常に検出可能であることを確認した。一

方， 2003年7月から2006年9月に秋田市内のl

医療機関から送付された 14株のIMP-I遺伝子

を保有する多剤 耐性 Achromobacter

xylosoxidansの分子疫学的性状と耐性遺伝子

の性状について基礎的な検討を実施した。

Xbal PFGEパターンから分離株は同一起源、と

判断し得た 。 分陥株 が保有する Class 1 

lntegronのサイズは，株により約2.5Kb単独，

約3Kb単独，約2.5Kbダブレット，約 1.3Kb 

と2.5Kbであった。4株のClass1 lntegronのシ
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ークエンスを決定した結果， rMP-1， aacA4， 

aadA5を含む Gene Casetteが同 一 C1ass 1 

Integron中や，異なる 1ntegron聞で組換え ・転

移した可能性が示唆された。今回供試した多

剤耐性バ xy/osoxidansの多くが尿由来株であ

り， 一医療機関において継続的に分離された

ことは，A.xy/osoxidansが院内感染起因菌とし

て重要である可能性を示唆している。今後も

秋岡県内における多剤耐性A.xylosoxidansの

動向に注視する必要があると共に，分離株の

多剤耐性機構についてさらなる検討が必要

である。

結核菌の DNAシーク工ンスに基づいた分子

疫学解析法と薬剤耐性の迅速検査法に関す

る調査研究

(平成 22年度~平成 23年度)

研究概要

歌田県のWT登録結核患者のうち他者に感染さ
せる危険性が高いi客疲塗抹陽性者は約 60名で

横ばい状態にあり，継続した対策が必要である。

結核菌の分子疫学解析は，感染拡大防止の取り

組みを支援するものであり，その解析手法とし

ては RFLP分析法が普及しているが，データの

比較とデータベース化が困難であるという問題

がある。一方，国内には結核治療の障害となる

薬剤耐性結核菌が一定数存在している。本研究

は，結核分子疫学解析技術である

JATA12・VNTR1:去を導入し，データベースを構

築すること及び耐性遺伝子の DNAシークエン

ス変異を指標にした，薬剤耐性結核菌の迅速診

断法を導入することを目的として実施した。

結果

結核菌の分子疫学的解析法として

JATAI2・VNTR法を試行した。検体には RFLP

分析用に調製 ・保存しておいた DNA溶液 121

検体を供試した。

リファンピシンに対する耐性の有無を迅速確

実に判定するための遺伝子診断法について検討

した。リファンピシン耐性に関与する rpoB遺伝

子内部の 81bp hot spotの DNAシークエンスを

決定するために， 365 bpを噌幅する rpol05と

rpoBPR7プライマーを使用し，シークエンスプ

ライマーに PRI7を使用した。検体には，保存

DNA溶液 121検体を供試した。

121検体の DNA溶液全てからJATAI2・VNTR

法によりプロファイノレを算定可能であった。 し

かし， locusの繰り返しナンバーを電気泳動のみ

により決定することには困難な場合もあった。

一方，121株についてリファンピシン耐性遺

伝子のシークエンスを決定したところ，既知lの

耐性変異を示す株 l株が確認された。 リファン

ピシン耐性の有無を迅速に判定することは，治

療と薬剤耐性結核菌の拡散防止上非常に重要で

ある。本事業により導入した方法によると， リ

ファンピシン耐性変異の有無を早い場合は翌

日，遅くても数日以内に決定することが可能で

あり，従来の培養法では 2週間程度の期間を要

することと比較すると，著しい迅速化が可能と

なった。

今後も県内分離株を供して JATA12・VNTRの

データと耐性遺伝子のシークエンスデータを継

続して蓄積する必要がある。

インフルエンザ菌の遺伝子型別法の検討と

分離実態の解明

(平成 23年度~平成 24年度)

研究概要

インフ/レエンザ菌は，焚JI莫の違いにより 7つ

の菌型に分けられる。菌型によっては重症化の

危険があるため，分離株の菌型を調査すること

は極めて重要である。 しかしながら，従来の血

清製別法では型別が難しい場合が多い。そこで

血清型別法に代わる方法と して， PCR 1:去による

爽膜遺伝子の型別法を検討し，本菌による感染

症の発生動向の的確な把握を可能にすること，

さらに，県内の分離株を用いて，焚膜遺伝子の

型別法を試行し，秋田県内における本菌の菌型

ごとの分離実態を明らかにすることを目的に本

調査研究を実施した。

平成 23年度は，焚膜の遺伝子型別法を検討

し，平成 20年に県内で分離された菌株 135株に

ついて血清型別法との比較を行った。また，平

成24年 l月に肺炎患者の血液から分離された株

(Hl・2544)についても茨膜の型JJIJを実施すると

共に，薬剤耐性に関わる遺伝子を調査した。
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結果

血清型別により a型に分類されたのは 135株

中2株， b型が 3株， c型が 1:1*， e型が l株で

あった。一方，焚!院産生に関与する遺伝子であ

るbexA陽性となったのは 135株中4株のみであ

り，残りの 131株 (97%) は無爽!模型と考えら

れた。茨膜株の内訳は b型が 3株， e型が 1株

であった。b型及び e型については血清型別と

遺伝子型日1]の結果が一致したが， JI[L r青型見1]によ
りa型に分類された 2株と c型に分類された l

株は一致しなかった。

Hl-2544はe型の抗血清に特異的に凝集を示

すとともに. PCRにおいても e型に特異的な

バンドが検出され，爽膜 e型と判定された。

薬剤師f性に関与する遺伝子としてペニシリナ

ーゼ (bla-rEM • blaRoB)及び PBPのアミノ酸

変異の検出を PCRにて行ったところ.Hl・2544

は blaTEM.blaRoBに関しては両者と も (ー)

であったが.BLNAR group IIIに該当する PBP

の変異が検出され，薬剤耐性菌と考えられた。

患者由来腸炎ビブリオ分離株の PFGEパタ

ーンの比較(厚生労働科学研究費補助金.

食品の安全確保推進研究事業「食品中の有

害衛生微生物を対象としたライブラリーシ

ステム等の構築J) 

(平成 23年度~平成 24年度)

研究概要

腸炎ピブリオ分離株のストレス耐性等につ

いて，食品を含めた環境由来株と患者由来株の

比較試験に供する株を選定するため，秋田県及

び青森県において平成 16年から平成23年に患

者から分離された腸炎ピプリオ分離株， 03:K6 

80株.03:K6以外33株，計 113株について PFGE

を実施した。

結果

制限酵素伊lを用いた PFGEのパターン解析

により PandemicCloneに該当する 03:K6.

04:K68. 01 :K25は同ーの lineageに由来する ζ

とが確認された。また，在来型の血清型の腸炎

ピブリオにおいては lineageが血清型と密接に

関連する傾向があることが示された。一方，血

清型が異なる株同士が同一クラスターを形成す

る場合があることも観察された。

この結果から PandemicCloneのクラスターか

ら03:K6を8株， OI:k25， 01:Kut及び 04:K68

については l株ずつ計 11株.Pandem ic Clone以

外の株は 24株，合計 35株を選定した。当セン

ターで選定した菌株を含む腸炎ビブリオ分離株

のストレス抵抗性の解析等の研究結果は， r厚
生労働科学研究費補助金，食品の安全確保推進

研究事業:食品中の有害衛生微生物を対象とし

たライブラリーシステム等の構築 平成 23年

度 総括 ・分担研究報告書(研究代表者小西

良子)Jを参照していただきたい。

ウイルス班

リケッチアを中心としたダニ媒介性

細菌感染症に関係するダニ類の実態

調査 (厚生労働科学研究費補助金.新型イ

ンフルエンザ等新興 ・再興感染症研究事業

fリケッチアを中心としたダニ媒介性細菌

感染症の総合的対策に関する研究J) 

(平成 21年度~平成 23年度)

研究概要

アカツツガムシのみが保有する Kato型

Orientia tsutsugamushiは，病原性が強く，適切

な治療が遅れた場合は重症化や死に至る危険性

がある。そのため，媒介種であるアカツツガム

シの生息状況，特にその地理的分布の確認とリ

ケッチア保有などの情報が，公衆衛生上重要で

ある。このことから， 2011年度は， 1964年の秋

田県衛生科学研究所の患者発生地域記録と，そ

の後 1991年までの患者調査票を参考に，山形県

境に近い湯沢市横掘地区の上流部から大仙市刈

和野地区の中流部にいたる約 70kmの雄物川の

河川敷を対象とし，アカツツガムシ生息実態調

査を実施した。

また，昨年度までの調査で，アカツツガムシ

生息密度は大仙市の花火大会会場内でも高いこ

とが判明していたが，この情報提供を受け，大

仙市役所からつつが虫病患者発生を防ぐための

事前対応策として，会場内における殺虫剤散布

の効果と薬剤試験についての検討が要望され

た。このことから，殺ダニ効果の高い薬剤の検
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討についても実施した。

結果

1)アカツツガムシ生息域調査

調査範囲である雄物川上流部の湯沢市郊外で

はアカツツガムシは確認されなかったが，三関

地区より下流では確認されるようになり，横手

市を流れる支流との合流点に近づくにつれ，多

数確認されるようになった。一方で調査範囲の

最下流部に位置する大仙市郊外北部では，アカ

ツツガムシの生息が確認されなかったが，大仙

市刈和野地区より上流では確認されるようにな

り，雄物川流域における最も高密度な生息域は

花火大会会場とその周辺にあるキャンプ場や駐

車スペースであった。この他，アカツツガムシ

は，河川沿いの公園や釣り場，船着き場などの

水際でも確認されたが，どの調査地においても

アカツツガムシの生息環境は，水際の砂地ある

いは中州など，降雨などにより浸水する箇所で

あり，河川敷内であっても，滅多に浸水しない

箇所では確認されなかった。

2)殺ダニ剤試験

共同研究者である愛知医科大学感染・免疫学

講座の角坂照貴講師の元で，殺ダニ効果が期待

される 7種の農薬および l種の天然物由来薬剤

を使用し，アカツツガムシ(花火大会会場付近

で採集)とパプロフスキーツツガムシに対する

殺ダニ効力が検討された。検討した農薬のうち，

殺ダニ効力が高かったのは，フェニトロチオン

(スミチオン乳剤)，ピフエントリン(テルスタ

ースプレー)とイベルメクチン(アイボメック

トロピカル)で，試験に提供したツツガムシ幼

虫、全数が死亡した。しかし，ピフエントリン(テ

ルスタースプレー)とイベルメクチン(アイボ

メックトロピカル)は，散布適応植物の制限等

から，雑草地での使用には不適当と判断された。

天然物由来のカラギーナン*においては，殺ダ

ニ効力が認められたが，ダニ全体が薬剤で覆わ

れることがその効果を発揮するにおいて必須条

件であるため，野外の雑草地での使用は効力が

限定されると思われた。スミチオン乳剤は，今

回の検討で殺ダニ効果が確認された他，残効性

が高く，ダニ以外にも広い殺虫スペクトラムを

持ち，かっ使用可能植物も広域であるため，優

れた効果が期待される。しかし，その反面，水

産動植物系への影響が高いため，河川敷での散

布は，注意が必要である。また，散布時期やタ

イミングは薬剤の残効性を高めるためにも，天

候を十分に勘案し，実施することが望ましいと

考えられる。

以上の調査から，今後も，地元自治体との相

互協力の元，つつが虫病対策のための情報発信

が必要と考えられた。とりわけ，観光地等の人

の出入りが多い地点においては，重点的な調査

継続と監視が肝要であると思われた。

*村上英樹先生(秋田大学)開発試薬:カラ

ギーナンとリンゴ酸水溶液，今回はこれに展開

液を添加。

新型インフル工ンザウイルスのタミフル耐

性鑑別法の開発とその応用

(平成 22年度~平成 23年度)

研究概要

インフルエンザの治療薬であるタミフル(リ

ン酸オセルタミヒマル)は，世界の在庫の 7割を

我が国が保有している。そのため，耐性ウイル

スの出現状況のモニタリングが固からの依頼で

各都道府県において行われている。具体的には

新型インフルエンザウイルス (H1N1pdm09型)

のノイラミニダーゼ遺伝子上の H275Y変異

(C→Tへの一塩基置換)を耐d性マーカーとして

検出することが求められており，この一塩基置

換を簡便に調べる方法を開発することが本研究

の目的である。また，他の型のインフルエンザ

への適用 (A香港型の El19V変異と R292K変

異，及び B型の R150K変異と D197N変異)も

目指している。具体的な方法として，上記の変

異部位を境界とした，オリゴヌクレオチドを合

成し，それらを DNALigaseで結合させる LCR

(Ligase Chain Reaction)を基本原理とした反応

系を開発した。結合反応が成立するためには，

合成オリゴヌクレオチドの末端が抽出したイン

フルエンザウイルスの塩基配列とペアになるこ

とが必要で、ある。従って，一塩基置換によって

末端がミスマッチになると結合が起こらないた

め，反応生成物を電気泳動で分析することで変

異の有無を判定できる。また，この手法は反応

系の設計が容易であるため，将来的に一塩基置

換鑑別を必要とする事態が発生した場合に即応
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可能というメリットがある。例えば，インフノレ

エンザウイルスの PB2遺伝子の 627番目のアミ

ノ酸がグルタミン酸(トリ型)からリジン(ヒ

ト型)に置換すると，人体内での増殖能が高く

なる(毒性が増す)といわれている。本研究の

応用例としてその変異箇所 (G→A への一塩基

置換)に着目した LCR反応系も構築した。

結果

平成 23年度は， A香港型についてお検体，

B型について 10検体を調べたが上記の耐性マ

ーカーに相当する変異を有するウイルスは検出

されず，全てタミフル感受性のウイルスであっ

た。 応用例として構築した E627K変異を検出

する反応系を用いたところ， H1N1pdm09型では

該当箇所の塩基が“G刊と判定され， トリ由来

インフルエンザウイルスの性状を引き継いでい

ることがわかった。一方，これまでに何度もヒ

トの間で流行が続いてきたA香港型と B型の該

当箇所の塩基は“A"と判定され，正しく識別

できていることが確認された。

食品中のウイルス検査実施に向けてのパン

ソルビン・トラップ法の汎用化(厚生労働

科学研究費補助金「食品中の病原ウイルス

のリスク管理に関する研究J) 

(平成 22年度~平成 24年度)

研究概要

前年度まで実施された厚生労働科学研究事

業において，医薬品として入手できるガンマグ

ロプリン製剤を用い，ノロウイルス，サボウイ

ルス A型肝炎ウイルス，アデノウイルス 41

型について幅広く適用可能な食品検査汎用プロ

トコルを開発することに成功した。その一方で，

検査の根幹となる試薬であるパンソルピン(ホ

ルマリン固定された黄色ブドウ球菌)の製造メ

ーカーが l社しかなく，在庫切れや製造中止の

リスクをはらんでいることが挙げられた。この

問題に対処するため本研究では，黄色ブドウ球

菌を培養することで相当品の自家調製を試み，

市販品との比較検討を行った。

結果

2 Lの培養スケールで、得られた相当品は約 20

mL (食品 20検体分)であった。 NoV-G1lI4特

異的ウサギ抗血清を用いた場合の回収率は，市

販のパンソルビンで 56%であったのに対し，白

家調製した相当品で 94%と卜7倍であった。ま

た，各種ガンマグロプリン製剤を用いた汎用化

プロトコルにおいても，相当品は市販品に対し

て 2.2'"'-'3.1倍の回収率を示した。この内，米

Baxter社製 IGammagardJ を用いた場合が最も

好成績であり，市販品による回収率 19%に対し，

相当品は 57%(3.1 倍)であった。以上のこと

から，パンソルビンの相当品は有用であり，費

用(市販品は食品 l検体当たり約 1，000円)の

面でもメリットがあるものと考えられた。

食品理化学班

健康危機管理に対応した食品中の化学物質

検査体制の基盤強化に関する研究

(平成 21年度~平成 23年度)

研究概要

中国製冷凍鮫子による中毒事件をはじめとす

る食の安全を脅かす事件が相次ぎ，県民の食への

不安が増大している。健康危機管理上，食中毒の

原因である未知の化学物質を迅速かっ的確に特

定できる体制を整備することが急務である。加え

て，ポジティブリスト制の施行に伴い，基準が設

定された農薬項目数が大幅に増大したことから，

残留農薬分析の検査体制の強化が課題となった。

食品中の残留農薬等を効率的かっ，迅速に分析す

るためには，一斉分析法の検討が不可欠であり，

さらに，食の安全を脅かす事態に対応するために

は精度を確保した分析体制の整備を図ってし、か

なければならない。そのうえで分析可能項目数と

分析可能な作物数の増加を目指す。一方で，広域

的な食品への毒物混入事件などでは，正確な情報

の入手と共有化が鍵を握ることになるため，北東

北 3県で、残留農薬等について，情報交換してリス

トを作成し，緊急時の協力体制を構築する。

結果

新規に導入した GC-MS/MSの基礎的事項を検

討し，稼働可能とした。約 300農薬について，

GC-MS/MSの測定条件(分離カラム，定量イオン

の選定，低沸点農薬の分離温度等)を精査した結

果， GC-MSに比べて分析時間を大幅に短縮する
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を行ったところ，標準液を試料マトリックスで調

製したものに PEGを添加する方法が最も精度が

良好で、あった。

LC-MS/MSによる有機リン系 50農薬の一斉分

析法として，試料を 9卯0%アセトニトリ/ルレ熔液で

出後， 25倍希釈する方法を検討した。添加回収

試験を実施したところ，真度，精度ともに良好

で， 一律基準に耐えうる十分な感度と精度を有

していた。

高水産物を対象とした LC-MS/MSによる動物

用医薬品の分析法として通知法田の改良を検討

した。改良法により， 98医薬品について添加回収

試験を行ったところ，概ね良好な結果が得られ，

スクリーニング法として有効であることが確認

できた。

環境理化学班

特用林産物の秋田ブランド化並びに機能性

と安全性に関する研究(森林技術センター

との共同研究)

(平成 21年度~平成 25年度)

研究概要

松くい虫による松枯れ病を防止するためにp

秋田県内の松林ではネオニコチノイド系農薬の

アセタミプリド，チアクロプリドが散布されて

いる。これらの農薬は，自然に分解されるよう

に設計されているが，環境中で、の挙動に関する

調査は少ない。特に，松林に生育するキノコや

山菜など特用林産物への影響に関しての調査は

皆無である。そこで，松林中の土壌やキノコに

ついて農薬残留量の変動を調査し，環境や特用

林産物について安全性の確認を行う。

結果

平成21，22年の 6........11月の期間，ネオニコチ

ノイド系農薬が散布された日本海沿岸松林 5地

点で採取したキノコについて，残留農薬濃度の

調査を行った。分析対象のキノコは，アセタミ

プリ ド、散布地点で、26検体，チアクロプリド散布

地点、で34検体を採取した。

抽出操作は，高速溶媒抽出装置 ASE・200

(DI0NEX社)で行った。均一化した試料 5g 

とハイドロマトリクス (Yarian社)を混合し，

ASEセノレに充填， 40 "c， 2000 psi， 5%含水ア
セトンの条件下で， 2回抽出操作を行ない， 2 

回の抽出液をあわせ，i威圧濃縮によりアセ トン
を留去 ， メタノ~/レで・希釈し，測定博液の調製

を行った。測定は， LC-MS/MS APr・4000(AB 

Sciex社)で行った。

収穫最感期の秋に採取したキノコを測定した結

果，アセタミプリドが散布された地点のキノコ

は，すべて一律基準 (0.01μg/g)以下の濃度で

あった。一方，チアクロプリドが散布された地

点では，分解物であるアミド体においては 1検

体だけ，わずかに基準を超える検体 (0.02μg/g)

が確認されたが，散布されたチアクロプリド自

体はすべて一律基準以下であった

排水処理施設における 1.4-ジオキサン最適
処理条件の検討

(平成23年度~平成24年度)

研究概要

1，4-ジオキサンは，水溶性が高く難分解性で

あることから，廃水からの除去が難しい物質で

ある。排水処理施設の処理工程において，有機

物の除去効果が期待できるのは生物処理工程で

あり，この工程で 1，4-ジオキサンを処理する実

用的な運転条件を検討する。検討では，実験室

レベノレで、の基礎実験により，処理に最適な祖度，

滞留時間などの条件を導きだし，実際の排水処

理施設への適用を模索する。また，1，4-ジオキ

サンの公定分析法は煩雑であるため，迅速性が

求められる緊急時等への対応が難しい。このた

め，操作が容易であり，多検体分析が可能なへ

ッドスペース GC/MS法を迅速分析法として評

価する。

結果

処理条件の検討では，多検体の分析が必要に

なるため，迅速分析法としてヘッドスペース

GC/MS法の評価を行った。従来の VOC57成分

と同時の一斉分析メソッドでは， 1，4・ジオキサ

ンのピークカウントは，その他の VOCと比べ

て 1/100'"'-'1/1000程度であり， 当センターで定

めた RRF法での定量下限の定義(変動係数およ

び適合率が 10%以内)に当てはめると 1，4・ジオ

キサンの定盆下限は 0.05mg/Lであった。環境
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基準 (0.05mg/L)を評価するには，定量下限を

低くする必要があるため，ヘッドスペース条件

についての検討を行った。試料最を増やし，気

相容量を減らしたところ， VOC成分の面積値は

噌えたが， 1，4-ジオキサンの面積値は増えなか

った。濃度によっては， VOC成分と 1，4-ジオキ

サンが全く逆の挙動を示すため，試料最は 10ml 

が適当と考えられた。また，塩析に用いる甑化

ナトリウム量を過飽和加えても，大きな効果は

なかった。次に加熱温度を 40，60， 80
0
Cに設定

し比較したところ， 1，4・ジオキサンは 80
0Cで最

大となったが，塩化ビ‘ニノレ等の成分の面積値は

減少した。このため， VOC成分との一斉分析条

件としては 60
0Cが適当と考えられた。GC/MS

の条件では， 1，4-ジオキサンの感度を上げるた

めに，通常時よりも検出器電圧を高めに設定し

た。これらの条件により 1，4-ジオキサンの定盆

下限値は0.01mg/Lまで改善することができた。

環境基準 (0.05mg/L)をスクリーニングするに

は，十分な感度の一斉分析メソッドと考えられる。

実試料での妥当性を評価するために，公定法

である固相抽出法とへッドスペース ーGC/MS

法での定盆値の比較を 48検体行った。その結

果，同法の定量値は非常に良く 一致していた。

環境保全班

玉川源泉の酸度上昇にも対応した実証的中

和処理技術の開発とその対策がもたらす水

質改善効果

(平成 22年度~平成 24年度)

研究概要

近年，玉川|源泉の酸度上昇に伴い，玉川上流

部の中和処理施設周辺における渋黒)11で観測さ

れている pH低下の原因は，潜在的酸性成分を

含む源泉の混入した強酸性水が湯川を流下し，

渋黒)11に流入するこ とで生 じているこ とを当セ

ンターが行った平成 20年度........21年度の研究で

明らかにしてきた。そこで本研究では，中和処

理施設周辺の酸性水に対して，酸度上昇時にお

いても，効率的に酸性を弱め，田沢湖の水質管

理目標である pH6を達成するための中和技術の

開発を目指す。具体的な内容の一つ目は廃棄物

であるホタテ貝の貝殻等を原料とし，中和効率

の高い中和材の開発とそれらをフィーノレドへ適

用する技術開発，もう 一つは， pH改善を目的と

した中和 ・酸性水対策に伴う，玉川上流部にお

けるヒ素等の重金属の動態調査を実施し，副次

的な水質改善効果について検証を行うことを目

的としている。これと関連して，秋田県立大学

の宮田准教授のグノレープと研究課題名「玉川祖

泉下流域の金属元素動態に係わる微生物群衆の

機能解析Jについて，共同研究を行った。

平成 23年度は， 9月， 10月の 2回，玉川|上流

部における中和実証試験を行った。

使用した中和材は，同試験に必要な中和材の

盆を確保可能であるという理由から，平成 22

年度に開発した貝殻等を原料とする中和効率の

高い中和材と同等の中和能力を有する工業用の

酸化カノレシウム (CaO)を用いた。

また，源泉及び中和処理放流水等の調査を実施

し，中和処理による水質改善効果の検討を平成

22年度に引き続き行った。

結果

上記の実証試験では，平成 22年度に開発した

貝殻を原料する中和効率の高い中和材を用いて

試験を行う予定であったが，問中和材はラボス

ケーノレでLの試験製造であったため，実証試験に

必要と考えられる量の確保が難しかった。その

ため，同等の中和能力を有する工業用の CaOを

用いた試験結果 (9月実施)を以下に記述する。

試験は中和処理施設周辺脇を流れる渋黒)11で行

い， CaO粉末を水に溶かした濃度 10%の懸濁被

を毎分 10しずつ，同河川|に流し入れた。同河川

の観測地点では，試験前のpHは2.6であったが，

20分後には 3.1に改善，さらに 3時間後には 7.4

まで pHが改善され中和が進んだ。

また，現行の中和処理施設による中和処理に

よって，中和処理放流水の水質やそれらの渋黒

)11合流後の水質を調査した結果，中和処理過穫

において源泉中の鉄から生成するシュベノレトマ

ナイト様の化合物によって，源泉中のヒ素また

はクロムからなるオキソ酸が同化合物に取り込

まれ，除去された後に放流されていることを明

らかにした。この結果は，現行の中和処理にお

ける副次的効果といえる。これらの現象につい

ては，現在も引き続き調査を継続し，詳細を明

らかにしたいと考えている。
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湖沼生態系の持続的管理手法の開発に関す

る研究

(平成 22年度~平成 24年度)

研究概要

(独)国立環境研究所の地方公共団体環境

研究機関等との共同研究課題募集に応募し

たもので，問研究所，岡山県環境保健センタ

ー，名古屋市環境科学調査センターの共同研

究であり，神戸大学の研究者をアドバイザー

としている。生態系操作は， 1980年代に欧米

を中心に応用されるようになり，我が国でも

2000""'2003年に長野県の白樺湖で行われた

試験における透明度の改善が花里孝幸によ

り報告され，近年では諏訪湖においてもアオ

コ対策のーっとして検討されるなど，新たな

技術として注目されるようになってきた。し

かし，これを実際に応用しようとするとき ，

生態系への慎重な配慮とともに，湖の利水な

どの利害関係者との合意形成が必要と予測

され，そのためには，十分な根拠に基づく予

測により見通しを示すことのできる技術確

立が望まれる。木研究では，この技術確立を

目的として，次のような目標を設定して研究

している。

1.内部生産の把握手法の確立

2.生態系内の種の競争関係の定量化手法確立

3.生態系と水質の関係の定量化手法の確立

結果

平成 23年度は，タ ンクモデ‘ルを用いそデ

ノレ構築に必要な流入負荷量を推計した。また，

魚類の現存盆を推計しそれらの情報を共有し

た。さらに，解析ツーノレとして Excelなどの数

理演算アプリケーションソフトを利用し 7種生

物系のシミュレーションを行った。



皿調査研究報告
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母子健康手帳改正にともなう胆道閉鎖症早期発見に向けた

便色カラーカードの導入

安部真理子 秋野和華子 柴田ちひろ 野口篤子・l

2012年 4月 l日から母子健康手帳が 10年ぶりの改正となり，生後 1ヶ月の記録欄ページに赤ちゃ

んの使色カラーカードが綴られることになった。これは小児の肝胆道疾患の中で死亡率が最も高い胆

道閉鎖症を早期に発見するための使色見本のカラーカードであり ，筑波大学小児科の松井陽教授(現

国立成育医療研究センター病院長)が考案したものである。当センターでは2006年度からこのカラー

カードをもとに歌岡県版カラーカードを作成し保護者に配布してきた。この使色カラーカード導入後

から 2011年度までに秋田大学医学部附属病院においてJ1!l道閉鎖症と診断された皆、児は 8名であり ，胆

道閉鎖症関連疾患として，サイトメガロウイノレス肝炎，白血病，アラジーノレ症候群，一過性骨髄増殖

症.J1!l汁うっ滞症などの疾患が確認された。また， 便色カラーカードを導入することにより保護者に

おける赤ちゃんの使色への関心度が高くなるなどその有用性が確認された。

1.はじめに

母子健康手帳の歴史は 1942年にさかのぼる。

最初は妊娠及び分娩時の母体死亡を軽減する目

的から妊産婦手帳として開始された。その後，

1948年には終戦後の生活物資不足による配給欄

の有効性を保ち，母子双方の健康管理を行うため

母子手帳という名称に改正された。さらに.1965 

年には名称が母子手帳から母子健康・手帳と変更

になり 10年ごとに様式の一部が改正されてき

た。今回は 2002年から 10年経過しての改正に至

るに新しくなった母子健康手帳の主な改正内容

は

1. 妊娠期の記載欄の充実

2. 乳幼児の記載欄の充実

3. 乳幼児身体発育曲線の改定

4. 便色の確認の記録

5. 予防接種記録欄の充実

である 2)。本報では 4.の f便色の確認の記録Jに

関して新しく母子健康手帳に綴られた便色カラ

ーカードの紹介をする。また.2006年度から実

施している秋田県の使色カラーカード使用の実

績等について報告する。

*'秋田大学医学部付属病院小児科

2.便色カラーカード

2. 1 作成の背景

J1!l道閉鎖症は妊娠末期，出生直後，あるいは生

後に肝外胆管の一部もしくは全部が閉塞し胆汁

が腸管に排出できない病気であり黄痘を主徴と

する。このまま放置すれば胆汁性肝硬変から肝不

全となり死亡する不治の病とされてきた九現在

は葛西手術(肝門部と腸管を縫い合わせる手術)

等の治療法があり，早期に発見し手術をすること

により予後の生存率が高くなるとの報告がある。

これを受けて，胆道閉鎖症早期発見の手法として

筑波大学小児科の松井陽教授が便色カラーカー

ドを考案した。

2. 2 松井方式便色カラーカードについて

松井教授が考案した便色カラーカードは使中

に胆汁が分泌されていない白い便色から健康な

便色までの 7種類の便色の見本である。徒復はが

き片面に便色見本のカラーカードが印刷 され保

護者がその便色見本と赤ちゃんの使を比較して

何番の色に近し、かを記入して返信用はがきを送

付もしくは提出するはがき式回収方法である。参

考 lに札幌市衛生研究所で使用している様式を

掲載した。なお，使色カラーカード(往復はがき)
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は母子健康手帳とともに保護者に配布された。

2. 3 秋田県版便色カラーカード

当センターでは，松井方式(はがき式回収方法)

とは異なる啓発方式の秋田県版カラーカードを

作成した。 (参考 2)。カラーカー ドの便色見本

は，考案者(松井陽教授)の厳正なる印刷指示に

もとづいて印刷 した。

県内の産科医療機関に退院時の保護者へ便色

カラーカーの配布を依頼した。便色カラーカード

は母子健康手帳に挟めておき，赤ちゃんの使色の

確認に使用しても らうこととした。はがき式のよ

うに回収は実施していない。配布は県内の産科医

療機関で出生したすべての赤ちゃんを対象とし

た。

3.便色カラーカードの利用実績と有用性

3. 1 利用実績

考案者の松井教授の関係自治体である栃木県

や茨城県では 1994年から便色カラーカードを導

入している。秋田県においては松井式(はがき式

回収方法)カラーカードの様式を啓発方式に変更

し， 2006年 6月から使用してきたり)02011年度

までに便色カラーカードを導入した自治体は栃

木県，茨城県，秋田県を含め，札幌市，岩手県，

岐阜県，石川県，北梅道，新潟県，富山県，神奈

川県， 宮城県の 12の自治体であった。 しかし，

自治体ごとにさまざまな形式のカラーカードが

配布されており，配布方法や回収の有無を含め

て，統一がされていなかった日)。また， カラー

カードの導入を希望しているにもかかわらず予

算の捻出が困難な自治体があるなど課題があっ

た九

3. 2 便色カラーカードの有用性

栃木県の報告では 1994年の使色カラーカード

導入開始から 2004年までの受検者(はがき返送)

総数は 115，226名であり，出生数からみた受検率

は86.9%であった。また，発見率は約 9，600人に1

人となっている。早期発見された 14名の患児の

うち 9名が生後 60日以内に葛西手術を受け， 10 

名が黄痘及び肝移植なしに生存している II}O2006 

年からこのカラーカー ドを全土で導入している

古湾では Cheng-HuiHsiaoらの報告によると，使

色カラーカー ド普及後に生後 60日以内の11旦道閉

鎖症発見率が 72.5%から 97.1%に上昇したとされ

ている。また，生後 60日以内の葛西手術施行率

は60%から 74.3%に増加し務西手術後 3ヶ月の

減黄率も 37%から 59.5%に飛躍したとされており

12)，外国においても有用性が確認されている。

3. 3秋田県における実績

秋田県においては， 2006年度のカラーカー ド

導入後から 2011年度までの 6年間に秋田大学医

学部附属病院において胆道閉鎖症と診断された

患児は 8名だった。当該期間の新生児マス ・スク

リーニング検査受付数は 46，779人であったこと

から 5，847人に一人の発見率となり，松井教授の

報告 (9，600人に一人)と比較してやや高い発見

率(発症率)となっていた。また，胆道閉鎖症以

外に胆道閉鎖症関連疾患として，サイトメガロワ

イノレス肝炎，シト リン欠損症，白血病，アラジー

ノレ症候群， 一過性骨髄増殖症，胆汁うっ滞症等と

診断された患児もいた。

しかし当センターの啓発方式は保護者からの

はがき回収を行っていないため，胆道閉鎖症や胆

道閉鎖症関連疾患の患児診断においてカラーカ

ードと使色の比較が早期発見につながったかど

うか把握できなかった。カラーカードの有用性に

ついて検討するため，当センターでは毎年関係医

療機関に対してアンケートを行っている。その結

果，保護者において， 胆道閉鎖症や便の色に対す

る関心度が高くなっていることが確認され，カラ

ーカードはよ記胆道閉鎖症および関連疾患の早

期発見に繋がっているものと推察される。

4.新しい母子健康手帳の便色確認の記録

今回の母子健康手帳の改訂で全国的に統一さ

れた使色カラーカードが lヶ月頃の記録欄ペー

ジに綴じられ，すべての赤ちゃんに使用が可能に

なった。従来の母子健康手帳には使の色見本はな

く，11旦道閉鎖症について注意喚起する文章が欄外

に記載されていただけであった。新しい便色カラ

ーカー ド(参考 3)は l番から 7番までの使色見

本が 2枚印刷されている。l枚はおむつの使と比

較しやすいように切り取りができるようになっ

ており ，残りの l枚はそのまま保管できるように

なっている。さらに，生後 2週，生後 1ヶ月，生

後 1...-...-4ヶ月ごとに記録欄が設けられた。

母子健康手11援の作成や印刷は全国の各市町村
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に委ねられているため，便色カラーカー ドの印刷

に対しては，生命線である色に対して厳密な印刷

規定が設けられた九そして，はがきを利用する

回収方式から，当センターと同様の啓発方式とな

った。また，このカラーカー ドの使用方法につい

ては，産科・小児科の医師や市町村の保健医療関

係者に向けたマニュアノレが配布された 10)。

このカラーカードの使用方法を参考 4に示し

た。その概l略は，保護者の比色で使の色が l番か

ら 3番に近い場合は実際におむつを小児科医等

に持参して確認する。その上で使色が l番から 3

番で且つ黄痘等の症状がある場合は胆道閉鎖症

が強く疑われるので、小児科もしくは小児外科等

の精密医療機関の受診を勧めるとされている。

今回の母子健康手帳に便色カラーカードの綴

じ込みが可能になった背景には松井教授の尽力

が大きい。今後，秋田県版のカラーカードは新し

くなった母子健康手帳のカラーカードに引き継

がれるが，当センターでは，母子健康手帳に新し

いカラーカードが綴られたことに関する説明や

新 Q&Aパンフレットをホームページ上に掲載し

ている。今後も保健所や医療機関と連携を図りな

がらさらなる啓発に努めていきたいと考えてい

る。

5.まとめ

1)使色カラーカ}ドの有用性は認識されていた

が，これまで秋田県を含めた一部の自治体しか

使用されていなかった。

2)母子健康手帳に活用しやすい便色カラーカー

ドが綴じられた。

3)すべての自治体が同じ形式のカラーカードが

使用可能になった。
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新型インフルエンザウイルスのタミフル耐性鑑別法の開発とその応用

斎藤博之 佐藤寛子 藤谷陽子 秋野和華子 千葉真知子 安部真理子

当センターでは，新型インフノレエンザ (AJHINlpdm09型インフノレエンザ)対応の一環として行われ

ているタミフノレ耐性サーベイランスにおいて，ノイラミニダーゼ (NA)遺伝子の耐性マーカ一部位を

簡便な手順で鑑別できる方法を開発した。本法はリガーゼ連鎖反応 (LCR)を基本原理とし， A ソ連

型と A/HINlpdm09型のタミフノレ感受性ウイノレスと耐性ウイノレス，合計 4種類の NA遺伝子を鑑別で

きるようにデザインした。また，本法の応用例として， A香港型と B型のタミフノレ耐性マーカ一部位

の鑑別，及びウイノレスの噌殖能に関わる PB2遺伝子の変異箇所の鑑別が行える反応系を構築した。A

ソ連型 50検体， A/H IN 1 pdm09型 71検体， A香港型 85検体， B型 10検体において LCRによるタミ

ブノレ耐性マーカ}部位鑑月IJ結果はシークエンス解析結果と完全に一致し，簡便法として有用であるこ

とが示された。また，PB2遺伝子の変異箇所の識別も正しく行えることが確認された。LCRの反応系

はどのようなー権基置換に対しでも焦点を当ててデザインできるため，インフノレエンザのグミフノレ耐

性問題以外にも幅広く応用が可能であると考えられた。

1.はじめに

2009年 4月のメキシコに端を発した新型イン

フノレエンザ 1)(以降 A/卜IINlpdm09型と表記)の

流行は， 5月の圏内初発例を経て全国に拡大し

た。この間に様々な感染症対策が講じられたも

のの，医療分野における混乱に加えて社会的な

パニックによる損失は非常に大きいものとなっ

た。 ワクチンの生産には時間を要するため，治

療薬であるタミフノレ(オセノレタミビノレ)が対策

の柱のーっとして位置付けられ，接触者等への

予防投与も行われた。一方で‘， 2007/2008シーズ

ンからタミフルに耐性を持つインフルエンザウ

イノレス A ソ連型の割合が世界的に増加し，翌

2008/2009年シーズンではほとんど全ての A ソ

連型が耐性を獲得したことから，A/HINlpdm09 

型インフルエンザにおいても同様の問題が危倶

された。A/H1 N 1 pdm09型インフノレエンザ対策の

一環としてウイノレス学的サーベイランスが実施

され，その項目の中にタミブノレ耐性の調査が含

まれていたが，その調査を実施するためにはノ

イラミニダーゼ (NA)遺伝子のシークエンスを

決定し，マーカ一部位 (H275Y)2)の塩基置換

(C→T)を確認する必要があった。しかしなが

ら，前述のパニックにより， 検査業務を直接担

当する地方衛生研究所(地衛研)のマンパワー

を遥かに凌駕する検体が連日頻回にわたって搬

入されるに至り ，シークエンスを確認する余裕

が全く無いのが実状であった 3)。また，インフ

ルエンザのグミフノレ耐性問題以外で、も，病原体

遺伝子のー境基置換を鑑別 しなければならない

ケ}スは多数存権し，将来的に同様の局面が繰

り返 し訪れるものと予想された。本研究では，

こうした困難な状況を打開するために，任意の

一様基に焦点を当ててその置換を簡便に判定で

きる しCR (Ligase Chain Reaction :リガーゼ連

鎖反応)4-6)に着目し，焦眉の急であったタミフ

ノレ耐性鑑別用の反応系を開発した 7)。開発に当

たっては，既にほぼ全てが耐性となっている A

ソ連型と A/H1 N I pdm09型の交雑体が生じた場

合も視野に入れ， 4積鑑別 (A ソ連型 -

A/H1Nl pdm09型，それぞれの感受性ウイノレス ・

耐性ウイノレス)が行えることを目的とした。 さ

らに， 他の型への応用例として A香港型におけ

るタミフノレ耐性マーカ一部位 (E119V変異と

R292K変異の 2か所)S)，同じく B型における

マーカ一部位 (R150K変異と DI97N変異の 2か

所)9)についても鑑別用の反応系を構築した。ま

た，タミフノレ耐性以外の応用例として，インフ

ノレエンザウイノレスのヒト体内における噌殖能に

関与するといわれている PB2造伝子のE627K変

異 10)を検出する反応系も設計した。

2. 方法
2. 1研究材料

インフノレエンザウイノレス Aソ連型については

MDCK分離株として 50株(感受性 10株，耐性
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40株)を用いた。A/H1 N 1 pdm09型インフノレエン

ザウイノレスについては， MDCK分離株として 10

株，鼻咽頭拭い液からの PCR増幅産物として 61

検体を用いた。A 香港型インフノレエンザウイノレ

スについては，MDCK分離株として 38株，鼻咽

頭拭い液からの PCR増幅産物として 47検体を

用いた。B型インフノレエンザウイノレスについて

は， MDCK分離株として 10株を用いた。また，

AlH 1 N 1 pdm09型， A香港型，B型の耐性ウイノレ

ス対照として，GenBankに登録されている塩基

配列を基に該当部分を機械的に合成した DNA

断片を用いた。

2. 2誌薬類

2.2.1耐熱性リガーゼ

r90 N DNA LigaseJ (NEB，コード#M0238S)

2.2.2高感度ゲル染色剤

r GelRed J (ニッポンジーン ， コード

518・24031) 

2. 2. 3アガロースゲル

r Agarose 36GUJ (フナコシ，コード GA・001)

2. 2. 4寒天末

和光純薬，コード016・11875

2.2.5合成オリゴDNA

表 1，6，9，12に示す境基配列のとおり (5'末

端リン酸化 DNAはHPLC精製グレード，他は簡

易カート リッジ精製グレード)

2.2.6 RNA抽出

rQIAamp Viral RNA Mini KitJ (QIAGEN， 

コード 52906)

2.2.7逆転写酵素

rReverTra AceJ (東洋紡，コ}ド TRT・101)

2.2.8ランダムプライマー (タカラバイオ，コ

ー ド3802)

|予備増幅 r---.

析
一
解
一
ス
一

・豆

ン
一

一
エ
一

一
ク
一
一
一
一

一
シ
一

2.2.9 Taq DNA Polymerase (グライナー，コー

ドTAQ-1)

2. 3 LCRの操作手順

2.3. 1インフルエンザウイルス Aソ連型，及び

A/H1Nlpdm09型の場合

全体のフローチャートを図 lに示した。定法

に従い，分離株または鼻咽頭拭い液からの RNA

抽出とランダムプライマーを用いた逆転写反応

を行った。得られた cDNAに対して， 3種のプ

ライマー rUSSR-NトFSJ， r SW-Nl・FSJ， 

rHINI-NA-RJを用いた PCRによる予備増幅

(940C 30秒-590C30秒一nOc30秒，35サイ
クノレ)を行い，エチジワムブロマイドを含む2.5

%アガロースゲ、/レ電気泳動でi曽幅バンドを確認

した。増幅産物は一部についてシークエンスを

解析するのと同時に，増幅サイズに応じて Aソ

連型，またはA/HINlpdm09型の しCRによるタ

ミフル耐性鑑別反応を行った(図 1)。

予備噌幅において 275bpのバンドが認めら

れた場合は，表2及び3に示す反応系を調製し，

217 bpのバンドが認められた場合は表4及び5

に示す反応系を調製した。LCRによる鍛別反応

は，r940C 3分一700C 3分jを lサイクノレ行っ

た後， r940C 30秒一700C 30秒Jを20サイク

ノレ行ーった。その後， GelRedを含む5%アガロー

スゲノレ(アガロース 2.5%，寒天末2.5%の混合)

で、電気泳動を行い， 50 bpのプロープが結合し

て99bp (1 bpのオーバーラップ有り)になる

かどうかを観察 した。また，こうして得られた

判定結果とシークエンスによって得られた境基

情報と比較して，正しく鑑別されているかどう

かを確認した。

Aソ連型鑑別反応

. USSR-H検出系

. USSR-Y検出系

AHINlpdm09型鑑別反応

. SW-H検出系

・SW-y検出系

図 1 しCRによるタミフル耐性鑑別のためのフローチャー ト
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2.3.2インフルエンザウイルス A香港型の場合

検体から抽出した RNAをもとに，ランダムプ

ライマーを用いた逆転写反応によって cDNAを

合成した (2.3.1と同ーの反応)。得られた cDNA

に対して，プライマー fN2・FJと fN2・RJによ

る予備増幅(温度条件は2.3.1と同一)を行い，

2.5%アガロースゲソレ電気泳動にて 698bpのバ

ンドを確認した。LCRによるタミフノレ耐性鑑別

反応は表 7及び 8に示す反応系により行った。

反応は f940C 3分-65
0
C 3分Jを lサイクノレ行

った後， f94
Q

C 30秒-650C 30秒Jを20サイ

クノレ行った。その後， GelRedを含む 5%アガロ

ースゲノレにて電気泳動を行い，結合プロープ、バ

ン ドの有無 (E119V変異では 119bp， R292K変

異では 99bp)を観察した。また，この判定結果

と，シークエンスによって得られた塩基情報を

比較して正しく鑑別されているかを確認した。

2. 3. 3インフルヱンザウイルス B型の場合

検体から抽出した RNAをもとに，ランダムプ

ライマーを用いた逆転写反応によって cDNAを

合成した (2.3.1と岡ーの反応)。得られた cDNA

に対して，プライマー fBN-FJと fBN-RJによ

る予備増幅(温度条件は2.3.1と同一)を行い，

2.5%アガロースゲノレ電気泳動にて 318bpのバ

ン ドを確認した。LCRによるタミフル耐性鑑別

反応は表 10及び 11に示す反応系により行った

UJut度条件は 2.3.2と同一)。その後， GelRed 

を含む5%アガロースゲノレにて電気泳動を行い，

結合プロ}プ‘バンドの有無(R150K変異では 119

bp， DI97N変異では 99bp)を観察した。また，

この判定結果と，シークエンスによって得られ

た塩基情報を比較して正しく鑑別されているか

を確認した。

2.3.4インフルヱンザウイルス PB2遺伝子変異

の場合

検体から抽出した RNAをもとに，ランダムプ

ライマーを用いた逆転写反応によって cDNAを

合成した (2.3.1と同ーの反応)。得られた cDNA

に対して，プライマー fPB2・FJと fPB2・RJに

よる予備増幅(温度条件は2.3.1と同一)を行い，

2.5%アガロースゲ.ノレ電気泳動にて 318bpのバ

ン ドを確認した。LCRによる トリ型かヒト型か

の鑑別反応、は表 13及び 14に示す反応系により

行った。反応の温度条件 94
0
C 3分一70

0
C 3分

を lサイクノレに続き， 94
0C 30秒-65"C2分を

20サイクル行った。その後， GelRedを含む 5%

アガロースゲノレにて電気泳動を行い， 99bpの結

合プロープバンドの有無(ト リ型では E627検出

系，ヒト型では K627検出系に出現)を観察し

た。また，この判定結果と，シークエンスによ

って得られた塩基情報を比較して正しく鑑別さ

れているかを確認した。

3. 結果

3. 1インフルエンザウイルス A ソ連型，及び

A/H 1 N 1 pdm09型における耐性鑑別

予備増幅の PCRにおいて 3種類のプライマー

を使用することにより， Aソ連型では 275bp， 

新型で217bpの増幅産物が得られるように反応

系をデザインした。図 2に示すように Aソ連型

と A/HINlpdm09型は増幅サイズによって明瞭

に区別できた。A/H1 N 1 pdm09型の検体であるに

もかかわらず， A ソ連型の増幅サイズを示した

場合(またはその逆)は，交雑体の可能性があ

るが現時点では観察されていない。

予備増幅産物に対して しCRの鑑別反応を行っ

た。ここでは， H 反応系(タミフノレ感受性株に

反応)と Y反応系(タミフノレ耐性株に反応)の

両方を行い，プロープの結合の有無により

H275Yに関する塩基置換を鑑別した。図 3には

シ}クエンス解析でタミブノレ感受性と判定され

た A ソ連型 2株と，耐性と判定された 10株に

ついて LCRの結果を示したが，前者は H反応系

でのみ，後者は Y反応系でのみ結合プロープの

バンドが観察された。同様に図 4ではシークエ

ンス解析でタミフノレ感受性と判定された

A/H 1 N 1 pdm09型 12株と，対照として化学合成

した耐性株の続基配列を しCRで鑑別 したが，前

者は H反応系でのみ，後者は Y反応系でのみ結

合プロープのバンドが認められた。図 5には

A/HINlpdm09型，及びの Aソ連型の H反応系

とY反応系の交文試験結果を示したが，4種類

の反応系はそれぞれ特異的で交文しないことが

わかった。

Aソ連型のタミフノレ感受性株 10株と，耐性株

40株について本法による鑑別を試みたところ，

シークエンス解析によって得られた結果と一致

した。AlHINlpdm09型の 71検体(分離株 10，
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PCR増幅産物 61)については，本法を用いるこ

とで 2検体(図 6，7)から耐性ウイノレスを検出し，

他は感受性のウイノレスであった。シークエンス

解析で確認した結果とも一致していた。

M 1 234  

‘・ 275bp
4・217bp

図2 予備増幅産物のアガロースゲル電気泳動

M:φX174バーlaeID.1: Aソ連型感受性株.2:Aソ連型耐性株.

3: A/H I N I pdm09型感受性株， 4: A/1-[η、JI pdm09型耐性株配列(化学合成 DNA)

M HHYYYYYYYYYYW 

USSR-H検出系

M H H Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y W 

USSR-Y検出系

予備;噌幅産物

275bp 

結合プロープ

99bp 

来反応プロープ

50bp 

予備増幅産物

275bp 

結合プロープ

99bp 

未反応プローブ

50bp 

図 3 Aソ連型タミフル耐性鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M: 25bp marker、H:Aソ連型感受性株、Y:Aソ連型耐性株、 W:蒸留水
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MHHHHHHトIH H H HトIY

sw-ト1検出系

MHHHHHHHHHHHHY  

SW-Y検出系

予備増幅産物

217bp 

結合プロープ

99bp 

朱反応プローブ

50bp 

予備増幅産物

217bp 

結合プロープ

99bp 

米反応プロープ

50bp 

図 4 A/H1N1pdm09型タミフル耐性鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M: 25bp marker、H:AJHINlpdm09型感受性株、 Y:A/HINlpdm09型耐性株配列(化学合成 DNA)
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SW-H検出系

SW-y検出系

USSR-H検出系

USSR-Y検出系

M 1 234 

結合プロープ
99bp 

結合プロープ
99bp 

結合プローブ

99bp 

結合プローブ
99bp 

図5 A/H1Nlpdm09型と Aソ連型との交叉反応

M: 25bp marker， 1: A/HINlpdm09型感受性株，

2: A/H IN I pdm09型耐性株配列(化学合成 DNA)， 

3: Aソ連型感受性株， 4:Aソ連型耐性株
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SW-y 検出

図6 秋田県で検出されたタミフル耐性ウイルス (実例 1) 

平成 22年 1月 25日採取 :横手保健所からの行政依額(福祉施設)

SW-Y検出系

図7 秋田県で検出されたタミフル耐性ウイルス (実例 2)

平成 22年 2月 3日採取 :感染症発生動向調査対象医療機関

3. 2インフルエンザウイルス A香港型における

耐性鑑別

インフルエンザウイノレス A 香港型について

は，タミフル耐性鑑別においてよく用いられる

2か所のマーカ一部位 (E119V変異， R292K変

異)を同時に検出できる反応系を構築 した。ど

ちらのマーカ一部位も感受性であった場合には

EI19・R292検出系のアガロースゲノレに 2本の結

合プロープのバンドが出現する(図 8 レーン

A)。 これらの内，一方が耐性であった場合に

は，該当するバン ドが E1I9司R292検出系から消

えて， VI19・K292検出系の方に出現する(図 8 レ

ーン B，C) 。両方が耐性であった場合には

VI19・K292検出系に2本のバン ドが出現する(図

8レーンD)。図8に示した検体(レーン1.......8)は

いずれも E119・R292検出系の方に 2本のバンド

が認められたため，感受性であると判定された。

全部で 85検体(分離株 38，PCR増幅産物 47)

について本法を試みたところ，全て感受性であ

り，シークエンス解析の結果とも一致 した。

3. 3インフルエンザウイルス B型における耐性

鑑別

インフノレエンザウイノレス B型については，タ

ミフノレ耐性鑑別においてよく用いられる 2か所

のマーカー部位 (R150K変異， 0197N変異)を

同時に検出できる反応系を構築した。どちらの

マー カ一 部位も感受性であった場合には

R150-D197検出系のアガロースゲノレに 2本の結

合プロープのバンドが出現する(図 9 レーン

A)。これ らの内，一方が耐性であった場合に

は，該当するバンドが Rl50・0197検出系から消

えて， Kl50・NI97検出系の方に出現する(図 9 レ

ーン B，C)。両方が耐性であった場合には

K150・NI97検出系に2本のバンドが出現する(図

9 レーン0)。図9に示した検体(レーン 1'""4) 

はいずれも R150-D197検出系の方に 2本のパン



－36－

秋岡県臨賜蹟センタ一年報第7号 2011

ドが認められたため，感受性であると判定され

た。MDCK分離株 10株について本法を試みたと

ころ，全て感受性であり，シークエンス解析の

結果とも一致した。

EI19・R292検出系

VI19・K292検出系

M A B C DI 234567 8 W 

ま二 EI19V 119bp 
R292K 99bp 

守一 朱反応プロープ 50.60bp 

本二 巳119V 119bp 
R292K 99bp 

4ー 未反応プロープ 50，60bp

図 8 A香港型タミフル耐性鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M : 25bp Ladder， A:両方感受性， B: EI19V耐性， C: R292K耐性， 0:両方耐性，

1.......8: T病院患者由来ウイノレス， W 蒸留水

M A B C D I 2 3 4 W 

RI50・DI97 検出

K150・NI97検出系

ま=R150K l 19bp 。197N 99bp 
4ー 未反応プロープ50.60bp 

RI50K 119bp 

DI97N 99bp 

米反応プロープ 50.60bp 

図 9 B型タミフル耐性鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M : 25bp Ladder， A:両方感受性， B: RI50K耐性 C: DI97N耐性 0:I両方耐性守

1.......4 :感染症発生動向調査対象医療機関由来ウイノレス. W:;蒸留水
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3. 4インフルエンサ.ウイルス PB2遺伝子変異の

検出

AfH I N) pdm09型インフノレエンザウイノレスの

増殖能に関わる PB2遺伝子は トリ由来で、あるこ

とから，増殖のための至適温度が， トリの体温

(420C)に近いことが知られている。従って，

PB2遺伝子の変異によってヒ ト型の塩基配列に

変わった場合には，増殖至適温度が低下して，

ヒトの体内で増えやすいウイノレスが出現するこ

とが危倶されている。LCRによる一塩基鑑別の

応用例として， PB2遺伝子の該当部分を識別す

る反応系を構築 した。図 10に示したとおり ，ト

リ型の PB2遺伝子を有する AJH1Nlpdm09型で

は，E627検出系の方に結合プロープのバン ドが

現れた(図 ]0 レーン 1)。一方，すでに ヒトの

聞で流行が繰 り返されているAソ連型と A香港

型は， K627検出系の方にバン ドが認められた

(図 10 レーン2，3)。シークエンス解析の結果

とも一致した。

M ) 2 3 W 

巴

園
田
事

ζz--

E627検出系

E】

ブ

e
フ

一
一

ロ

ロ

プ

プ

応
合

切

皮

切

結

mw

朱

却

や

宇

K627検出系

プ

プ

一
一

ロ
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図 10 PB2遺伝子 E627K変異鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M: 25bp marker、1:A/トIINIpdm09型、 2:A '/連型、 3:A香港型、 W:蒸留水

4.考察

4. 1インフルエンザウイルス Aソ連型，及び

A/H1Nlpdm09型における LCR反応系の開発

タミフノレの世界在庫の 7害'1が我が国において

用いられている現状から，感染症発生動向調査

には耐性のサーベイランスが含まれている。タ

ミフノレの標的となるノイラミニダーゼの遺伝子

には耐性に関与するマーカ一部位が知られてお

り，その部分のシークエンスを解析することに

よって市中に流行しているタミフル耐性ウイノレ

スの判定が可能である。一方，シークエンス解

析のためには， 遺伝子の該当部分の増幅→電気

泳動による確認→増幅断片の精製→電気泳動に

よる再確認→定量→ジデオキシ反応→ローディ

ングサンプノレ調製と いった手作業のプロセスが

必要で，その後も生データ(塩基配列)の トリ

ミングや比較は手作業である(当然，検体数の

分だけ必要)。さらに，こうした煩雑な作業と
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検査業務を同時に行うと，コンタミネーション

による検査ミスを起こすリスクも増大する。本

研究では，任意の一塩基置換に焦点を当てられ

るLCRを用いて，簡便な検査法をデザインした。

図 iに示すとおり，予備増幅の段階で Aソ連型

とNHINlpdm09型を区別し，続く鑑別反応でタ

ミフノレ耐性マーカーを判定できるようにした。

この手法により， Aソ連型と A/HINlpdm09型の

交雑体も含めて 4種鑑別が可能となった。本研

究では Aソ連型 50検体，A/H IN 1 pdm09型 71

検体についてLCRとシークエンス解析の結果を

照合し，両者が一致していることが確認できた。

その過程で2検体からA/HlN 1 pdm09型の耐性ウ

イノレスを検出することができ，実践的な使用に

耐えるものと考えられた。

4. 2 LCRによる一塩基鑑別の応用

インフノレエンザウイノレス A香港型と B型につ

いてもタミフノレ耐性ウイノレスは存在し，そのマ

ーカ一部位も知られている 。 A ソ連型や

A/HINlpdm09型はーか所の塩基を鑑別すれば

よいのに対し， A香港型と B型の場合は，よく

用いられるマーカ一部位は 2か所である。本研

究では，長さの異なる 2種類の結合プロープを

検出することで，いずれか一方，あるいは両方

のマ}カ一部位が耐性となっているかどうかを

区別できる反応系を開発することができた(図

8，9)。平成 22"-'23年には A香港型と B型の耐

性ウイノレスは検出されなかったが，平成 22年

11月に発生した，死者 8名を含む院内感染事例

(図 8レーン 1"-'8)では住民不安の解消に役立

った。

タミフノレ耐性鑑別以外への応用例として，イ

ンフノレエンザウイノレスの増殖能に関わる PB2遺

伝子のー境基置換を識別する反応系を開発した

(図 10)0 A/HINlpdm09型は トリ由来の PB2

遺伝子を保有しており，ヒ トの聞で流行が繰り

返されている Aソ連型やA香港型とは異なるこ

とがわかる。

4. 3 LCRによる一塩基鑑別の特長

木法以外にタミフ/レ耐性鑑別に用いられてい

る方法としては，TaqManプロープ法 11・13)とサイ

クリングプロープ法 lのがある 。 いずれも

Real-time PCR装置を用いるが， A ソ連型と

A/HINlpdm09型の反応系しかなく ，新規の反応

系をデザインするのに時間を要する。また，前

者は専用の試薬を国立感染研から供給してもら

う必要があるため，地方衛生研究所以外の試験

研究機関では制約が伴う 。本研究で検討した

LCRは任意の一塩基に対してデザインすること

が容易なため， A/HINlpdm09型以外のタミフノレ

耐性鑑別，あるいは他の病原体での一塩基鑑別

など応用範囲が広いという特長がある。また，

一つの検体にタミブノレ感受性ウイノレスと耐性ウ

イノレスが混在している場合には，シークエンス

解析， TaqManプロープ法，サイクリングプロー

プ法のいずれもが判定不能になることが多い

が， LCRならば問題なく判定できる(図 3，4の

場合はH検出系と Y検出系の両方に結合プロー

プ、バンドが出現する)。さらに，高価な大型機

器を用いずとも実施できるため，園内の小規模

な試験検査機関のみならず，途上国おいても導

入が容易である。本法は反応系デザインが容易

であることや，試薬の入手に特段の制限がない

ζ とから，何らかの鑑別を必要とする周商の初

期|段階(マニュアノレが整っていない段階)にお

ける柔軟な対応に役立つものと考えられた。
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表 1 インフルエンザウイルス Aソ連型、

及びA/H1Nlpdm09型の NA遺伝子に用いる合成DNA
名前 修飾 百2.911(5・→3.) ポジV ヨン

USSR-NI-FS なし GAACCATAAAAAGTTGGAAAAAGC 641→664 

SW-NI-FS なし TGTAAATGGTTC"円、GCTl寸ACTG 699-721 

HIHI・NA-R なし AGACACCCAMGGTCGA-r寸YGA 894←915 

USSR-NトCI 5・来総リン般化 ATI'ATGAGGAATGYTCCTGTTACCCAGACACTGGCArAGTGATGTGTGT 824 -872 

USSR-NトC2 5・末端リン酸化 AAAAKTGGGTGCATTCAACTCTATTGATTTAGTAACCγrCCCCTT1iCG 774 -822 

USSR-NトトIDI なし γfAAAAGGGGAAGGTTACTAAATCAArAGAGTTGAATGCACCCAMTTTTC 774 -823 

USSR-NI・HD2 なし γfACACATCACTATGCCAGTGTCTGGGTAACAGGARCATTCCTCATAATG 823 --872 

USSR-NI・YOI なし TTAAAAGGGGAAGGTTACTAAATCAATAGAGTTGAATGCACCCAMTTTTT 774→823 

USSR-NトYD2 なし γfACACATCACTATGCCAGTGTCTGGGTAACAGGARCATTCCTCATAArA 823← 872 

SW-NI・CI s.宋端リン酸化 ACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATTCTAGTGAAATCACATGTGT 824→872 

SW-NI・C2 5・来機リン酸化 ATA八n・AGGGGCATTCA1iTCGACTGATTTGACTATCTTTCCCγ「門CT 774← 822 

SW-NI-HDI なし TTAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATC 774→823 

SW-NI.HD2 なし TTACATGTGATγfCACTAGAATCAGGATAACAGGAGCAγrCCTCATAGTG 823 -872 

SW-NトYDI なし TTAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAハ.TGAAfGCCCCTAATTAτT 774 -823 

SW-NI-YD2 なし @円九CAfGTGA1iTCACTAGAATCAGGArAACAGGAGCATTCCTCATAGTA 823← 872 

-ポジションはGenBankAccession No.: FJ966973に記載のある遺伝情報の塩基番号と合成の方向(矢印)を示す。



－40－

秋岡県臨賜蹟センタ一年報第7号 2011

表2 USSR-H検出系 表 3 USSR-Y検出系

試薬類

DW  

10x BlIffer (添付)

USSR-N I-CI (1μM) 

USSR -NI-C2 (1μM) 

USSR羽 1・HDI(1μM) 

USSR -N 1 -HD2 (1 ~lM) 

90N DNA Ligase 

PCR 予備増幅産物

使用量 (μ1)

12.9 

2 

0.1 

試薬類 使用量 (μ1)

DW  

10x BlIffer (添付)

USSR-NトCI(1μM) 

USSR -N I-C2 (1μM) 

USSR-NI・YDI(1μM) 

USSR-N卜YD2(1μM) 

90N DNALigβse 

PCR 予備増幅産物

12.9 

2 

0.1 

.Aソ連型タミフノレ感受性型に反応する
.Aソ連型タミフノレ而利生型に反応する

表4 SW-H検出系 表5 SW-Y検出系

試薬類 使用量 (μ1) 試薬類 使用量 (μ1)

DW  

10x BlIffer (添付)

SW-NI・CI(1μM) 

SW-NI・C2(1μM) 

SW-Nl・HD1(1μM) 

SW-NI・HD2(1μM)

9
0
N DNA Ligase 

PCR予備増幅産物

12.9 

2 

0.1 

DW  

10x Buffer (添付)

SW-NI・Cl(1μM) 

SW-NI・C2(1μM) 

SW-NI・YDI(1μM) 

SW-NI・YD2(1μM)

9
0
N DNA Ligase 

PCR 予備増幅産物

12.9 

2 

0.1 

. AlHINlpdm09型タミフノレ感受性型に反応する . AlHINlpdm09型タミフノレ耐性型に反応する

表6 インフルエンザウイルス A香港型の NA遺伝子に用いる合成DNA

名前 修飾 記~IJ (5・-3') ポジション

N2.f なし TACAGGA'γrrGCACCTTTTTCTAA 282 -305 

N2-R なし TGGGTGTGTCTCCRACAAGTC 959←979 

EI19V-N2-CI デ末端リン酸化 ACC下TATGTGTCArGCGATCCTGACAAGTGnATCAli円TGCCCnGGRCAGGGAACAA 357→415 

E119V-N2・C2 シ末端リン酸化 CTCTTGTCACCCAGATGTCCCCACCAGCGGAAAGCCKAATCGAATTGTCCアrAGAAAAA 297 -355 

EI19V-N2-EDI なし lTi円CTAAGGACAAπCGAnMGGCr円CCGCTGGTGGGGACATCTGGGTGACAAGAGA 297→ 356 

EII9V-N2・ED2 なし TTGγrCCCTGYCCAAGGGCAAA'γrGATAACACTTGTCAGGATCGCATGACACATAAGGγ「 356.... 415 

EI19V-N2-VDI なし rrn-rCTAAGGACAA'η'CGATTAGGCTγrCCGCTGGTGGGGACATCTGGGTGACAAGAGT 297→356 

ElI9V-N2-VD2 なし TTGTTCCCTGYCCAAGGGCAAA'γfGATAACACアfGTCAGGATCGCArGACACATAAGGTA 356 _ 415 

R292K・N2・CI 3・末錦リン置き化 AGACAACTGGAAAGGCTCCAAfAGGCCCA'ηiGTAGATATAAACATAAAG 876→924 

R292K-N2-C2 5末燃リン置主化 TGCAGACACATCTGACACCAGGATATCGAGGATARCAGGAGCACTCCTC 826 -874 

R292K-N2-RDI なし GAGGAGTGCTCCTGYTATCCTCGATATCCTGGTG下'CAGATGTGTCTGCAG 826 -875 

R292K-N2-RD2 なし cγn刈GTTTATATCTACDATGGGCCTATTGGAGCCTTTCCAGTTGTCTC 875←924 

R292K-N2-KDI なし GAGGAGTGCTCCTGYTATCCTCGATATCCTGGTGTCAGATGTGTCTGCAA 826 -875 

R292K-N2-KD2 なし crnATGTTTATATC汀i¥CDATGGGCCTATTGGAGCC打TCCAGTTGTCTT 875←924 

-ポジションは GenBankAccession No.: CY035024に記載のある遺伝情報の梅基番号と合成の方向(矢印)を示す。
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表 7 E119-R292検出系 表 8 V119・K292検出系

試薬類 使用量 (μ1) 試薬類 使用量 (μ1)

DW  

10x Bu仇r (添付)

E119V-N2・Cl(1μM) 

E119V-N2・C2(1μM) 

R292K-N2-Cl (1μM) 

R292K-N2・C2(1μM) 

E119V-N2・EDI(1μM) 

El19V-N2・ED2(lμM)

R292K・N2・RDI(1μM) 

R292K-N2・RD2(1μM) 

90N DNA しigase

PCR予備増幅産物

8.9 

2 

0.1 

DW  

10x Bu俄 r (添付)

Ell9¥んN2・Cl(1μM) 

E119V-N2・C2(1μM) 

R292K-N2・CI(1μM) 

R292K-N2・C2(1μM) 

E119V-N2・VDI(1μM) 

EI19V-N2-VD2 (1μM) 

R292K-N2・KD1(1μM) 

R292K-N2・KD2(1μM) 

90N DNA Ligase 

PCR予備増幅産物

8.9 

2 

0.1 

'A香港型タミフノレ感受性型に反応する 'A香港型タミフノレ耐性型に反応する

表9 インフルエンザウイルス B型のNA遺伝子に用いる合成DNA

名前 {彦飾 配要IJ (5・....3') ポジション

BN-F なし GATAATAAGGGAACC'灯TTA了TGC 346 - 369 

BN-R なし TTTGCATAGGAATGGTATGTGTCA 639←663 

RI50K・sN-CI 5‘来焔リン画変化 AAACAAGCTGAGGCATCTRA円TCAGTCAAMTTRGGCAAAATCCCAACWGTAGAAAACT 457→ 515 

RI50K-BN-C2 デ末端リン酸化 TGTCYYCTCl寸Kl寸CCAT寸GTAGTATCCCCCTGGアTGRGCTGCATARTGGGTTAGAGCA 397 -455 

RI50K-BN-RDI なし TOCTCTAACCCA Y1i九，TOCAGCYCAACCAGGOGOATACTACAATOGAAMAAGAGRRGACAO 397司 456

RI50K・BN-RD2 なし AGTTTTCTACWGγfGGGATγITGCCYAAKγfGACTGAAATYAGATGCCTCAGCTTGTTTC 456 --515 

RI50K・sN.KDI なし TGCTCTAACCCAYTATGCAGCYCAACCAGGGGGATACTACAATGGAAMAAGAGRRGACAA 397→456 

RI50K.BN.KD2 なし AGlγirCTACWGl寸GGGAγn寸'GCCYAAKl寸GACTGAAATYAGATGCCTCAGCTTGTγn‘ 456← 515 

DI97N.sN.CI 5・末揃リン駿化 ACARTAATGCAYTRMTCAAAATÂ AATATGGAGAAGCATAY，八CTGACAC 597 _， 645 

DI97N・BN・C2 5・末端リン酸化 RGGGCCATCAACTCCGATATAWGTCCATTCYYTACCATCATGGCATGCG 547← 595 

。197N・BN・DDI なし CGCATGCCATGATGGTARRGAATGGACWTATATCGGAGTTGATGGCCCYG 547→ 596 

。197N-BN-DD2 なし GTGTCAGTRTATGCn‘CTCCATATTγfAm寸GAKYARTGCATTAYTGTC 596← 645 

。197N-BN-NDI なし CGCATGCCATGATGGTARJミGAATGOAC机rrATATCGOAGγrOAfOGCCCYA 547→ 596 

DI97N-BN-ND2 なし GTGTCAGTRTATOCTTCTCCATATTTTA'γTTTGAKYARTGCATTAYTGTr 596 - 645 

-ポジションはGenBanlくAccessionNo.: AB036870に記載のある遺伝情報の塩基番号と合成の方向(矢印)を示す。
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表 10 R150-D197検出系 表 11 K150-N197検出系

試薬類 使用量 (μ1) 試薬類 使用量 (μ1)

DW 8.9 DW  8.9 

10x Buffel (添付) 2 1 Qx Buffer (添付) 2 

RI50K・BN・CI(1μM) R 1 50K-BN-C 1 (1μM) 

R 150K-BN-C2 (111M) R150K-BN・C2(1μM) 

DI97N-BN・CI(1μM) D197N-BN・Cl(JμM)

DI97N-BN・C2(1μM) D197N-BN・C2(1μM) 

R 150K-BN-RD 1 (1μM) R 1 50K-BN-KD 1 (1μM) 

RI50K-BN-RD2 (1μM) R 1 50K-BN-KD2 (1μM) 

D197N-BN・DDI(1μM) D197N-BN-ND1 (1μM) 

DI97N-BN-DD2 (1~IM) D197N-BN-ND2 (1μM) 

90N DNA Ligase 0.1 90N DNA Ligase 0.1 

PCR予備増幅産物 PCR予備増幅産物

-B型タミフノレ感受性型に反応する -B型タミフノレ耐性型に反応する

表12 インフルエンザウイルス PB2遺伝子に用いる合成DNA

名前 修飾 配列 (5'→3・) ポジション

PB2-F なし lTICARTCTYTWGTCCCYAAGG 1738→1759 

PB2-R なし YCCRGMTGTGCY門CAfCTG 2036.....2055 

E627・PB2・CI 5・来場リン酸化 ARCARAGYAGRATGCARTTYTCBTCAYTRACTGTGAATGTGAGRGGATC 1880→1928 

E627-Ps2-1ご2 5・末織リン歯車{ヒ TGGWGGRGCRGCWGCAAARGGRAGAAGYTlTATTATYTGRRYOGTRTCA 1830.....1878 

E627・PB2・EDI なし TGAYACHRYYCARATAATAAARcnCTYCCYTrrGCWGCYGCYCCWCCAG 1830→1879 

E627-Ps2-E02 なし GATCCYCTCACAγrCACAGTY Ak'v1TGAVGARAAYTGCATYCTRCTYTGYTC 1879←1928 

E627-Ps2-KOI なし TGAYACHRYYCARATAATAAARCTl'CTYCCym.GcwGcYGCYCCWCCAA 1830-1879 

E627-Ps2-K02 なし GATCCYCrCACArrCACAGTYAMl'GAVGARJ久AYTGCAfYCrRCTYTGYTT 1879-1928 

-ポジションはGenBankAccession No.: FJ966976に記載のある遺伝情報の犠基挙号と合成の方向(矢印)を示す。

表 13 E627検出系

試薬類 使用品 (μ1)

DW 12.9 

10x Buffer (添付) 2 

E627K-PB2・CI(111M) 

E627K-PB2・C2(1μM)

E627K -PB2-EDI (1μM) 

E627K -PB2-ED2 (1μM) 

90N DNA Ligase 0.1 

PCR予備増幅産物

.トリ型の PB2遺伝子に反応する

表 14 K627検出系

試薬類 使用品・ (μ1)

DW 

10x Bu能r (添付)

E627K-PB2・CI(1μM) 

E627K-PB2・C2(1μM) 

ε627K-PB2・KDl(1μM) 

E627K-PB2・KD2(1μM)

90N DNA Ligヌse

PCR予備増幅産物

12.9 

2 

0.1 

.ヒト型の PB2遺伝子に反応する
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食品検体の病原ウイルス検出を可能にした

汎用型パンソルビン・トラップ法の開発

斎藤博之 東方美保*1 岡智一郎*2 片山和彦*2 問中智之*， 野田 衛*4

これまでの研究において，ノロウイノレス GIl/4型とそれに対するウサギ抗血清を用いた汚染回収モ

デノレにより，固形 ・液状 ・練り物 ・油物など， どのような食品でもウイノレス検査ができる，パンソノレ

ピン ・トラップ法を開発することができた。次の段階として，本法を下痢症ウイノレス全般に対応させ

るため，添加する抗体について検討を加えた。その結果，外国製ガンマグロプリン製剤である

r GammagardJを用いる ζ とで，ノロウイノレスでは 13遺伝子型 (G1lI2，G1II3， GIJ/4， GLI/5， G1lI6， 
GI1I12， GlII13， GIJIl8， G1I3， GI/4， GI/8， G1I9， GII14)，サポウイノレスでは4種類全ての型， 他に

A型肝炎とアデノウイノレス 41型において有効で、あることを確認した。これにより，ガンマグロプリン

製剤を常用試薬として準備しておけば， 一通りの下痢症ウイノレス検査が可能となるこ とがわかった。

一方で，患者の回復期血清を利用することで限定的な局面における流行事例に対応できることが示唆

された。このことは，流通食品が汚染された場合などに原因を突き止めて，必要に応じて回収命令を

出すなどの対応を可能にするものと考えられた。

1.はじめに

ウイノレス性食中毒の対策と して二枚貝の汚染

実態調査や，調理従事者への衛生教育等が進め

られてきている 1，2}。しかしながら，原因として

疑われる食品からのワイノレス検出は，その作業

の困難さからこれまでほとんど検討されてこな

かったため，具体的な汚染ノレー トの解明に決め

手を欠いているのが実状である。原因物質とし

てはノロウイノレス (NoY)が大部分を占めてい

るが，他にもサポウイノレス (SaY)やアデノウ

イノレス 41型 (Ad41) に代表される腸管系アデ

ノウイノレスも含まれている。さらに，2010年 3

月に我が国における A型肝炎 (HAY)感染者の

報告が急増するなど，食品中のウイノレスを検出

する方法の確立は急務となっている 3)。平成 19

"'"'21年度に実施された厚生労働科学研究費補助

金「食品中のウイルスの制御|に関する研究」に

おいて，固形，液状，練り物，油物などの一般

的な食品からNoYを検出する手法としてパンソ

ノレビン ・ト ラップ法(パン トラ法)を開発し，

この問題を解決するための糸口を見出すことが

できた ι13)。これまでにパントラ法の基本プロ

トコノレはほぼ完成したが，食品検体の処理方法

を優先的に検討したため，ウイノレスの種類とし

ては流行の主流である NoY-Gll/4型にターゲッ

トを絞って開発を進めてきた。 しか しながら，

現実問題として NoYにも多くの型が存在し，さ

らにNoY以外の下痢症ワイルスへの対応が課題

として残っている。また，これまでの開発に用

いてきたワイノレス様中空粒子 (YLP)で作製し

たクサギ抗血清は，量的な問題があるため，全

国的な食中毒事例対応のためには，より汎用的

な抗体供給源を確保する必要があった 14-16}。本

研究では，こうした問題を解決するために次の

検討を行った。

①感染者(ヒト)の血清の利用。

②試薬と して市販されているヒトプール血清の

利用。

③医薬品として市販されているガンマグロプリ

ン製剤の利用。

④上記の抗体供給源を利用した広範な下痢症ウ

イノレス検査への対応。

.1福井県衛生環境研究センター 勺国立感染症研究所 ・3堺市衛生研究所

叫国立医薬品食品衛生研究所



－44－

秋岡県臨賜蹟センタ一年報第7号 2011

2.方法
2. 1研究材料

汚染実験に用いる食品として，市販されてい

るポテトサラダと焼きソパを用いた。また，検

出対象となるウイノレスとして，NoV-Oll/2， OIll3， 

0Il/4， 01ν5， 01U6， OIUI2， 01U13， 01U18， 

0113， 01/4， 01/8， 0[/9， 01/14， SaV・01，011， 

OIV， OV，及び Ad41については秋田県内の集

団感染事例とサーベイランス定点から得られた

糞便を用いた。NoVは Kojimaらのプライマー

17)02・SKF/02・SKR，及びGトSKF/OトSKRで、増幅

したPCR産物を系統樹解析lめすることにより血

清型を確認した。同様に SaVの血清型は， Okada 

らのプライマー19l5V-F2/SV-R2， Ad41について

はSaitoh・1nagawaらのプライマー20)AdU-S/AdU-Aを用

いて得られた PCR産物の系統樹解析により確認

した。HAVについては， 市販の不活化ワクチン

fエイムゲンJ (化血研)を用いた。

2. 2誌薬類

2.2. 1抗NoV血清

国立感染症研究所でVLPから作製したウサギ

免疫血情21)(抗 01/3，4，8 01112，3，4，工6)を単

味で用いた。

2. 2. 2ヒトプール血清

K吋inBio社よりロットが異なるもの 10種類

を購入した。

2. 2. 3ガンマグロプリン(化血研)

15%筋注用医薬品を A1 fresa Pharma社より購

入した。

2.2.4ガンマグロプリン(日本製薬)

15%筋注用医薬品を AlfresaPharma社より購

入した。

2.2.5 Bharglob 

インド Bhal前 Serumand Vaccine Limited宇土の

10%筋注用ガンマグロプリン製剤(血液ソース

は米国) 0 Advy Chemical社より購入した。

2.2.6 Gammagard 

米国 Baxter社の 5%静注用ガンマグロプリン

製剤。AlfresaPharma社より購入した。

2. 2. 7 HAV感染者血清

1957年に秋田県尾去沢で発生した HAV集団

感染事例 22)で採取 ・保管されていた血清。須藤

恒久 ・秋田大学名誉教授より分与いただいた。

2. 2. 8 小児プール血清

感染症流行予測調査で採取した， 10歳以下の

小児の血清 20人分を無作為にプーノレしたもの

を用いた。

2. 2. 9食品洗繰液

Tris-HCI (pH8.4) -0.5M NaCI -0.1 % Tween20 

2.2.10パンソルビン

黄色ブドウ球菌を熱処理してホルマリン固定

したものの懸樹液で，メノレク社から購入した。

2. 2. 11フエノール系 RNA抽出キット

TRlzol-LS (invitrogen)を使用した。

2.2.12カラム方式の RNA抽出キット

QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen)を使用し

た。

2.2.13再懸濁液

2.2.12の抽出キット添付の AVL液を用いた。

2.2.14逆転写反応エンハンサー

RTmate (ニッポンジーン)を使用した。

2. 2. 15 DNase I (RT Gr ade) 及び RNase

inhibitor 

ニッポンジーンの製品を使用した。

2.2.16アミラーゼ

前処理用: 枯草菌由来α-Amylase粉末(和

光純薬)を使用した。

後処理用 :α・AmylaseU1trapure (ニッポンジ

ーン)を使用した。

2.2.17食品処理袋

サニスペックテス トバッグ(アズワン)を使

用した。

2. 3パンソルビン・トラップ法の全体の手順

基本的な操作の流れを図 lに示した。なお，

ウイノレスと抗体の反応性を確認するための試験

(図 2A，表 1----5)では，超音波処理と α-Amyrase

前処理は省略した。
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1OOuL r 
. 1 糞便遠心上清↓ 汚染きせる l 

守一一 洗糠液50mL (食品処理袋中で行う)

↓ 
超音波処理 15分 .抗体添加最

↓←α山 山 0.125g

ウサギ‘抗血清 5μし

ヒト血?古 500μL

3，000 rpm 30分

上清

抗体e

15% j(ン7r'ロ7。リン製剤 :50μL 

10% j(ンマr'fl7。リン製剤 :75μL 

5% j(ンマrロ7-リン製剤 : 150f..lL 

"ノ4ンソノレピン添加量l← パンソノレビン
370C15分静置

ウサギ抗血清の場合: 300μし

その他の場合 1.0mL

3，000 rpm 20分

+一一一一 再懸濁液

TRfzol・LS 750μL 
|守一一一一一 クロロホノレム 200μL

激しく震設 i

仁↓〉 12，000叩m15分
}水層

↓← エタノーノレ (水層の 0.8倍量)

QIAamp Viral RNA Mini Kitのカラムにアプライして RNA抽出

各ウイノレス特異的プライマーにより cDNAを合成し、リアノレタイム

PCR 

図 1 パンソルピン・ トラップ法の操作手順 (Ver.4)
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ヒトプール血清の添加量の検討図 2A

応系に対して，ヒトプーノレ血清を 5mL添加した

場合は，無添加の場合と同じになり全く効果が

認められなかった。最適添加盆は 0.5mLで， VLP

で作製したウサギ抗血清に準ずる回収効率が得

られた。以後， ヒト血清(プーノレ血清，または

感染者血清)を用いる場合には 0.5mLを添加す

ることとした。

図2Bと図 2Cには，焼きソパとポテトサラダ

の汚染検体から，NoV-GIlI4型の回収を試みた結

果を示した。ヒトプーノレ血清 0.5mLを添加する

ことでウサギ抗血清に匹敵する増幅曲線が得ら

れた。

一方で，ヒトプーノレ血清のロット聞の差を検

証するために， 10種類の別ロッ トによる回収率

を比較したものが表 lである。表中で HSと表

記された検体は NoV-GIII4の感染歴がある個人

の糞便と血清を採取したもので，参考と して加

えた。回収率の使宜上の評価基準として 10%以

上(白 :積極的に使用する価値あり)， 1"-9% 

(灰色 :使用できるが他の方法も考慮、に入れ

る)， 0.9%以下(黒:50 mLの食品乳剤から，

0.5 mしをサンプリングしたのと同じため使用す

る意味が無し、)の三段階に分けて表記した。NoV

の流行の主流を占めている NoV-GII/4型の場合

にはロット聞の差はあまり認められないが，そ

れ以外の型，特に GI型になるとバラつきが大き

くなり，回収率の数値も低くなった。

2. 4ウイルスの検出

Ad41については図 lの抽出液をそのまま用

い， Real-time PCR検出系 23)でコピー数を測定し

た。NoV，SaV，及び HAVについては，図 lで

得られた抽出液 (60μL)から 8.5μLを取り，

DNase 1及び α-AmylaseUltrapureを各 lμL，

RNase inhibitorを0.25μL，5x逆転写 buffer (添

付)を 4ドL加えた後，蒸留水で反応i訟を 15.5μし

とし， 370C 10分，650C 5分のインキュベーシ

ョンを行った。その後，各ウイノレス特異的プラ

イマー (Real-timePCRと同ーのもの)， dNTP， 

RTmate，及び逆転写酵素を追加して cDNAを合

成した(反応容量 20μL)。合成した cDNA溶

液を 5μL取り，NoVについては Kageyamaら24)，

SaVについては Okaら25)，HAVについては，古

田ら 26)の Real-timePCRによりウイノレスを検出

した。使用した機器はロシュ製 rLightCycler 
350SJ ，及び rLightCycler 480 Jで反応容量は
20μしである。

3.結果

3. 1ヒトプール血清を用いた NoVの検出

ヒトプーノレ血清は， 10"-20人程度の成人血清

を混合して研究用試薬として販売されている。

血液の由来は米国である。成人血清は，幼少期

からの感染経験を経てさまざまなウイノレスに対

する抗体を含んで、いるものと考えられるため，

パン トラ法の抗体供給源として最初に検討し

た。図 2A にはヒトプーノレ血清の添加盛による

ウイノレス回収効率の変化を示した。50mLの反
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ヒトプール血清を用いたNoV回収試験(ポテトサラダ)
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た。 ヒトプーノレ血清も有効であったが，ガンマ

グロプリン製剤でも同様の回収効率が得られ

た。

3. 3食品中の SaVの検出

NoV以外の食中毒原因物質として報告例があ

るSaVについて焼きソパとポテ トサラダを用い

た汚染回収試験を行ったものが図 4Aと図 48で

ある。ここでは SaV-GV型を用いたが，ヒトプ

ーノレ血清，小児プーノレ血清，ガンマグロプリン

製剤のいずれを用いても良好な増幅曲線が得ら

れた。

3. 4各ウイルスに対するガンマグロブリン製剤

の反応性

前項までの回収試験でガンマグロプリン製剤

3. 2食品中の HAVの検出

2010年 3月に HAV感染者の報告数が急増し

たことを受けて，パン トラ法によって食品から

の HAV検出が可能かどうかを検討した。汚染モ

デ〉レ食品として焼きソパ(図 3A)とポテトサラ

ダ(図 3C)を HAV不活化ワクチンで汚染させ

たものを用いた。添加抗体は前述のヒトプーノレ

血清(ロット番号 :H 15L03Z)に加えて. HAV 

の予防に使われているガンマグロプリン製剤

(図 38).及びHAV感染者血清を用いた。ガ

ンマグロプリン製剤はヒトプール血清(図 2A)

と同様に事前に添加量の最適化を行った。焼き

ソパとポテトサラダのいずれでも HAV感染者

血清と HAV非感染者血清(前述の HS血清)の

増幅曲線の差異は明らかであり .HAVに対して

もパントラ法の理論が適用できることがわかっ

図 2C
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NoV，表 3には SaV，表 4には HAV，表 5には

Ad41の回収率をそれぞれ示した。全体を術i敵する

Gammagardを用いた場合の成績が全てのウイ

ノレスに対してバランスが取れているのがわかる。

の有効性が期待できる結果が得られたため，園

内製品(化血研と日本製薬)に加えて外国製品

(BharglobとGammagard)の反応性をさまざま

な下痢症ウイノレスについて検証した。表 2には

と

HAVオリシ.ナMワヲチン)
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図 3A各種抗体を用いた HAVの回収試験 (焼きソパ)
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図 3C各種抗体を用いた HAVの回収試験(ポテトサラダ)
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トJoV-GW4型ではどのロッ トでも十分な抗体が

含まれているものの， GI型のような大規模な流

行が起きていないものについてはロット差が大

きくなってしまうという実状がある。購入時に

ロットごとに事前評価 をした上で用いるなら

ば，こうした問題を回避できるかもしれないが，

有効性の低い製品を入手してしまうリスクは存

在する。また， 別の運用方法として， 何かの事

例の際に患者の回復期血清が得られたならば，

その中には原因ウイノレスに対する抗体が含まれ

ていることが期待できるため，限定的な局面で

の使用という点では考慮に値するものと考えら

れる。

4.2抗体供給源としてのガンマグロプリン製剤

2010年 3月に HAV感染者の報告数が急増し

たことから，パントラ法による HAV回収につい

て検討したものが図 3Aと図 3Cで、ある。現時点

で HAV特異的なウサギ抗血清は利用できない

ため， HAV感染歴のあるヒトの血清と無いヒト

の血清を比較することで、パントラ法の有効性を

確認した。ここで，添加抗体の候補のーっとし

てガンマグロプリン製剤を加えた理由は，図 38

に示したとおり， HAVの予防目的の医薬品とし

て使用されており，抗体の供給源となりうる可

能性があったからである。結果として，感染者

血清やヒトプーノレ血清と間程度の回収効率が得

られ，有効性が裏付けられた。特筆すべきは，

ヒトプール印情が 10.......20人の血清を混合した

ものであるのに対し，ガンマグロプリン製剤は

l 万人単位の血嫌をプ~Jレ した上で製造されて

いるということである。従って，ロット聞のパ

ラっきはほとんど無くなることが期待できる。

ガンマグロプリン製剤は，ヒト血清中の 'gG

を抽出したものであるため， HAV以外の下痢症

ウイノレスにも幅広く用いることができる可能性

があった。そこで， SaVの汚染回収試験(図 4A，

図48)を行ったところ，良好な増幅曲線が得ら

れ抗体供給源として有用であることがわかった。

4. 3外国製ガンマグロブリン製剤の利用

圏内製のガンマグロプリン製剤は，文字どお

り全て圏内の献血によって得られた血液から製

造されている。従って，流行レベノレが抑制され，

衛生状態が向上するほど抗体含有量が少なくな

るという矛盾点を内包している。そこで，外国

製のガンマグロプリン製剤を利用することで，

こうした問題を回避できる可能性が考えられ

た。その理由として，諸外国では原料となる血

嫌が有償で採取されているという事実がある。

このような有償採取の制度のもとで製造された

ガンマグロプリン製剤には，多くのウイノレスに

対する抗体が含まれていることがすでに明らか

となっており 27)，表2.......5に示した回収試験の成

績にもその傾向が現れている。これらの成績を

術n敢すると Baxter社のGammagardがどのウイノレ
スに対しても効果が認められ，パントラ法のた

めの常用試薬として有用である ζ とがわかる。

4. 4パントラ法の運用と今後の展開

図 5に示すとおり ，Gammagardを常備してお

くことで，どのような下痢症ウイルスによる事

例であっても一通りの対応ができるものと考え

られる。VLPで作製したウサギ抗血清は理論上

の裏付けがあるため，精度管理などの特定の目

的に絞って用いるよう にすれば，量的な問題も

回避できる。また，表 2によると NoVの GI型

に対する回収率は相対的に弱い部分があるた

め，ブロードバンドモノクロ一ナノレ抗体により

補完 してゆく方法が考えられる。一方で、，患者

の回復期血清を用いるという方法も限定的な局

面でならば効果を発揮する可能性がある。特に

流通食品が汚染されて複数の都道府県にまたが

って患者が発生しているような大規模事例で

は，最初に感染して回復した人から血液提供の

協力を得て原因食品を突き止めるという戦略を

とることも可能である。現行の制度下では流通

食品の回収命令を出すには，疫学調査に加えて，

食品からウイノレスを検出することが求められる

ためこうした方法が有効であるものと考えられる。

今回の研究で新たに浮上してきた問題として

は，パンソノレピンが品薄になって入手困難な時

期があったということである。現在ではメノレク

祉の本国在庫(ドイツ)は回復しているが，今

後も在庫切れや製造中止などのリスクが残るた

め，黄色ブドウ球菌を各試験研究機関で培養し

てパンソノレピンの相当品を自家調製できるよう

にすることを計画している。また，ガンマグロ

プリン製剤の有効性は証明されたものの，パン

ソルピンの添加査が多いためコス ト増となる問
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題もあり，相当品の自家調製プロトコノレを早急

に検討する必要がある。また，実際の事例に適

|ウサギ抗血清(VLP由来)I 

精度管理

常備

用する場合に備えて食品衛生検査指針等の公式

のマニュアノレへの収載が計画されている。

|ガンマグロフリン製司| 食品検体搬入| | 252L 

補完 ー - ↓ 
|モノクローナル抗体|ー+I ~~~抽出・ PCR・シークェンス

図 5パンソルビン ・トラップ法の運用モデル
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表 1 NoV回収試験におけるヒトプール血清の製造ロットの比較(回収車・%)

ワサギ抗体血清は各遺恒子型の単味血清を使用.ヒトプール血清は製造ロット 10種類を使用。 HSは

NoV-GTII4の感染歴がある個人の糞便検体と血清。

表2 ガンマグロブリン製剤を用いたNoV回収試験(回収率・%)

ウサギ抗体血清は各遺伝子型の単味血滑を使用。

表3 ガンマグロブリン製剤を用いたSaV回収誌験(回収率・%)

濡加抗体 GJ 

小児プーJ~血清 10.4 
ヒトプーJ~血清 14.0 

Gゲ日プリン(化血研) 8:8 
Gゲ日プリン(日本製薬) . .・3・:7.: 

Bharglob 4~9 

Gammagard 8:0 

表4 ガンマグロブリン製剤を用いた
HAV回収試験(回収率・%)

添加抗体 HAV 

感染者血清 ー:・0・:3J，・，

tトプー/J，血清 15.2 

Gゲロプリン(化血研) :::$-4 ..-:.:-:-0>:.1: 
-ー・ .ド

Gゲロプリン(日本製薬) ::;$J) .・ ・:.:-O>R:-. -~_. 

8harglob 13.5 

Gammag;ard 13.7 

SaV 

GII 

28.0 

26.3 

25.0 

24.9 

27.9 

30.3 

GJV GV 

10.5 17.8 

14.1 27.1 

~tQ:: 20.3 

20.2 23.7 

9:.6:: 27.1 

16.9 35.3 

表5 ガンマグロフリン製剤を用いた
Ad41回収試蹟(回収車・9ft)

添加抗体 Ad41 

小児プール血清 63.6 

tトプーJJ，血清 17.1 

Gゲロプリン(化血研) • . . ・::::::::RU::~.O 
Gゲロプリン(日本製薬) .・.・・..・.・.・・:.o>n:・$.9 

8harglob 5..6 
Gammagard 3BA 
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結核菌の DNAシークエンスに基づいた分子疫学解析法と薬剤耐性の迅

速診断法に関する調査研究一某施設で発生した結核集団事例における

JATA12法の応用実例等について一

八柳 潤 問中貴子 千葉真知子 掛藤志保子

結核菌の分子疫学解析法である JapanAnti-Tuberculosis Association (JA TA) 12法と，リファンピシ

ン耐性の迅速遺伝子診断方法を導入した。電気泳動条件を最適化することにより ，JATA 12プロファ

イノレの算定が容易且つ確実となった。一方，供試した 121検体のうち l検体がリファンピシン耐性変

異を有することが確認された。DNAシークヱンス解析により ，早い場合は検体受領の翌日，遅くても

数日以内にリファンピシン耐性変異の有無を決定することが可能となり，従来の培養法と比較して著

しく迅速化 した。秋田市内で発生した結核集団事例において分離株をJATA12法により解析した結果，

感染者集団の中で特定の菌株に感染しているグ、ノレープを識別することが可能であることが示され，

JATA12法が集団感染事例の感染疫学を詳細に知る上で極めて有効であることが実証された。

l はじめに

秋田県の年間の結核新登録患者数は平成 10

年の 311名から平成23年の 127名まで、漸減傾向

にあるものの， 他者に結核菌を感染させる危険

性が大きい略疲塗沫|場性肺結核患者数は年間約

60名で横ばい状態にあり ，継続した対策が必要

である。結核集団感染事例は，食中毒のように

同時多発しない限り，散発例として見逃されて

しまう可能性があり，感染が拡大する危険性が

高い。結核菌 (Mycobacteriumluberculosis)の分

子疫学的性状解析は，集団感染事例における特

定菌株の拡散規模を把握するうえで特に有用な

方法である。また，菌株同士の性状を比較する

ことにより，見逃されやすい diffuseoutbreak， 

いわゆる f隠れた集団感染事例j の探知も可能

となることから，感染拡大防止上有用である。

結核簡の分子疫学的性状の解析手法としては

RFLP分析が国際標準法として確立しており，当

センターにおいても平成 12年から 13年に分析

技術を導入した。しかし.RFLP分析により得ら

れるデータはアナログ的な画像(バーコー ド様)

であることから多数のデータを比較すること，

あるいは異なる機関で得たデータを比較するこ

とは困難である。これらの難点、を解決する方法

として，近年，国内で分離される結核菌の 80%

を占める「北京型株Jの解析に最適化された

Japan Anti-Tuberculosis Association (JATA) 12 

法が国内標準法として普及しつつある。JATAl2

法で得られる結果はデジタノレ的な数値で、あるこ

とから，データベース化に適し，且つ，異なる

機関で得られたデータとの比較が容易である。

しかしなが ら，分子疫学解析は微生物学的な専

門技術に立脚しているために，結核対策を直接

担う行政担当者や医療機関の結核担当者には，

これまで，その内容と有用性が十分に認識され

ているとは言い難い状況にあった。

一方，国内には結核治療の障害となる薬剤耐

性結核菌が一定数存在している。薬剤耐性結核

菌に感染したI際には，適切な薬剤を使用 した治

療を行わないと治療不可能となるばかりではな

く，患者が感染源となり 耐性結核菌の感染が拡

大する可能性がある。従って，結核薗の薬剤耐

性を確認することは重要であるが，培養法に基

づいた従来法では結果が得られるまでに長い|時

間を要することが問題である。

本研究は，結核分子疫学解析技術である

JATA12 1:去を導入すること及び耐性遺伝子の

DNAシークエンス変異を指標にした，薬剤耐'性

結核簡の迅速診断法を導入することを目的とし

て実施した。また，先般，秋田市内の某施設で

結核の集団感染率例が発生し，患者から分離さ

れた結核菌について JATAI2法により分子疫学
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性状を解析する機会を得たことから，当該事例

の解析結果を結核菌分子疫学解析の実例 として

報告する。

2. 方法
2. 1供試DNA溶液と結核菌

JATA12法とリファンピシン耐性の遺伝子診

断法の検討には，当センターに保存しておいた

結核菌 DNA抽出溶液 121検体を供試 した。

集団感染事例の解析には，平成23年4月 15日

に報告された初発患者から平成 24年 2月 20日

までに報告された患者 14名のうち，12名から

分離された結核菌を供試した。

2. 2実験方法

2.2.1 JATA12法

前回ら 1)が報告したプロトコーノレに従い実施

した。泳動ゲノレには 1.2%アガロースゲルと2.0

%アガロースゲ、ノレ (し、ずれも Nusieve 1:3 : 

Takaraし03=1: 2)を使用し，泳動バッファーに

はXO.5T8Eを使用した。1.2%ゲノレでは JATAI，

2，7，9，11，12を，2.0%ゲノレではJATA3，4， 5，6，8， 

10を泳動した。PCR産物のサイズ (bp)からコ

ピーナンバーを算出した。

2. 2. 2リファンピシン耐性遺伝子診断法の検討

リファンピシン耐性に関与する rpo8遺伝子

内部の 81 bp hot spotの DNAシークエンスを決

定するために，365 bp断片を増幅する rpo1052) 

と rpoBPR23)プライマーを使用し PCRを行い，

得られた 365bp増幅断片の DNAシ}クエンス

をダイレクトシークエンスにより決定 した。シ

ークエンスプライマーには PR173)を使用 した。

2. 2. 3北京型株の鑑別

当該集団事例で分離された，JATAI2パターン

が異なる 3株(表 :分類 A，B， C)について，

北京型株に該当するかどうかを Warrenらの方

法 4)により検討した。

3.結果と考察

3.1 JATA12法とリファンピシン耐性の遺伝子診

断方法の検討

供試した 121検体の DNA溶液企てから

JATA12法により PCR増幅断片が得られ，繰り

返しナンバーを算定することにより JATA12プ

ロファイノレを得ることが可能であった。しかし，

泳動後のアガロ ースゲノレ上での増幅断片の形

態， とりわけそのバンドの太さが locusにより大

きく異なる傾向が認められたことから，正確な

断片サイズの決定が困難な例がみられた。その

ため，JATA locus毎に使用アガロースグノレ濃度

とグノレにアプライする増幅液の韮を最適化した

結果，各 JATAlocusについてシャープな泳動像

が得られるようになり ，繰り返しナンバーの算

定が容易且つ確実となった。

一方，121株についてリファンピシン耐性に

関与する rpo8遺伝子のシークエンスを決定し

たところ，耐性変異を有する株 l株が確認され

た。耐性結核菌のうち，最も問題視される多剤

耐性結核菌はリファンピシン耐性を示すことか

ら，リファンピシン耐性の有無を迅速に判定す

ることは，治療と薬剤耐性結核菌の拡散防止上，

非常に重要で、ある。今回導.入した方法によると，

リファンピシン耐性変異の有無を，早い場合は

検体受領の翌日， 遅くても数日以内に決定する

ζ とが可能であり ，従来の培養法では 2週間程

度の長期間を要することと比較して，著 しい迅

速化が可能となった。

3.2 JATA12法による結核集団感染事例解析の実

例

3.2.1事例の概要

平成23年，秋田市保健所管内の某施設でl咳，

疲，発熱， I呼吸困難の症状を呈 した患者が市内

の医療機関において塗沫検査， PCR，画像診断

の結果から肺結核(ガフキ-9号)と診断され

たことにより事例が探知された。調査の結果，

初発患者を含み患者が 14名，感染者(QFT陽性)

が 35名の大規模な施設内結核集団感染事例で

あることが明らかとなった。

患者 14名中 12名から結核菌が分雌された。

3.2.2結核菌分離株の JATA12法による解析結果

表に供試した結核菌 12株の菌株番号，報告月

日，JATAI2プロファイノレと分類を示す。JATAl2

プロファイノレは，12桁の数値で表現される。初

発患者 (TB204:インデックスケース)と同じ

プロファイノレを分類 Aとし， その他のプロファ

イノレを分類 8，Cとした。なお，これらの 3種
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類の株は全て北京型であり，リファンピシン耐

性変異を保有しない， リファンピシン感受性株

であることが確認された。

本事例ではインデックスケースがガフキー9

号と多盆の結核菌を排菌している状況であった

こと，そして原因施設が特殊な閉鎖環境であっ

たことから，他の 11;名の患者は全てインデック

スケースから結核菌に感染したと推定され，結

核菌分離株の JATAl2プロファイノレはインデッ

クスケースと同ーであろうと予想された。 しか

しながら，予想に反して TB205 と TB206の

JATA12プロファイノレはインデックスケースの

プロファイルと異なっていた(分類 B，分類 C)。

RfLP分析によっても全く閉じ分類結果が得ら

れたことから，TB205とTB206が分隊された患

者は，当該施設内でインデックスケースから感

染を受けたのではなく，施設外で感染して入所

後に発病したものと考えられた。一方， TB215 

は施設内でインデックスケースと全く接触が無

かったことから，当初はこの集団事・例とは無関

係と考えられていた。 しかしながら， TB215の

JATAl2プロファイノレがインデックスケースと

同じであったことから，この患者も集団感染の

一部であることが判明した。これらの結果は，

この患者がインデックスケースからの直接感染

ではなく， インデックスケースから感染した他

の患者を介して 2次感染を受けた可能性を示す

ものと考えられた。

今回の集団感染事例において分離株を

JATAI2t去により解析した結果，集団内における

特定菌株(インデックスケースが感染した株)

の拡散規模を明確に把握することが可能である

ことが実証された。このように， JATAI2法によ

り結核菌分離株を解析することにより，多数の

感染者の中で特定の菌株に感染しているグルー

プを識別することが可能となり，このことは結

核集団感染事例の感染疫学を詳細に知る上で極

めて有効で、あることが確かめられた。

今後も県内で結核の集団事例が発生した場

合，分離株について JATA12法を実施すること

により，特定菌株に擢息している患者が集団発

生しているのか，疫学的関連の無い患者が偶然

多発しているのかを明確に判別することが可能

となり，このことは，感染拡大防止策を決定す

る上で有用な情報となるものと考えられる。 さ

らに， JATAl2プロファイノレをデータベース化す

ることにより ，散発事例と判断された事例同士

の関連を確認することも可能となり ，隠れた

Diffuse Outbreakの探知が容易になると考えられ

る。なお，本研究終了後に秋田市内の結核病棟

保有医療機関において保存されている結核菌全

て，約 100株について JATAl2法を行う機会を

得た。また，得られた JATA12プロファイノレに

ついては， 宮城県保健環境センタ}が開発した

デ}夕べ}ス(エクセノレマクロ)に登録し，今

後の解析に備える予定である。

表 集団事例由来結核菌12株の菌株番号，報告月日.JATA12プロファイルと分類

菌株番号患者報告 JATA12プロファイル 分類

TB204 HK 4/15 4-3-3-4-7-3-7-5-5-7-2-6 A 

TB205 YY 5/9 5-3-4-3-5-3-9-4-5ー 7-6-4 B 

1'B206 MK 6/22 6-3-3-3-6-3-7-4-5-6-7-6 C 

1'B207 SY 7/4 4-3-3-4-7-3ー 7-5-5ー 7-2-6 A 

1'B208 HY 6/1 4-3-3-4-7-3-7-5-5-7-2-6 A 

1'B209 日T 6/10 4-3-3-4ー 7-3ー 7-5-5ー 7-2-6 A 

1'B210 AM 7/20 4-3-3-4-7-3-7-5-5-7-2-6 A 

1'B211 M1' 7/8 4-3-3-4-7-3ー 7-5-5-7-2-6 A 

1'B212 OA 8/11 4-3-3-4-7-3-7-5-5-7-2-6 A 

TB213 SK 8/11 4-3-3-4-7-3-7-5-5-7-2-6 A 

1'B214 SM 2/7* 4-3-3-4-7-3-7-5-5-7-2-6 A 

TB215 01 2/20* 4-3-3-4ー 7-3-7-5-5-7-2-6 A 

*平成24年

TB204:インデックスケース
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秋田県における鶏肉等のカンビロバクター汚染状況

及び家畜の保菌状況について

高橋志保 熊谷優子 和田恵理子 今野貴之 八柳潤 千葉真知子 轡藤志保子

園内における細菌性食中毒事例数は減少してきているにも関わらず，カンピロパクター ・ジェジュ

ニ/コリ(Campylobacter尺juni/ co/i)による食中毒事例は依然として多発している。食中毒事例で判

明した原因食品として鶏肉類が最も多いことから，鶏肉類を中心として県内におけるカンピロパクタ

ーの汚染状況を調査した。その結果，県内に流通している鶏肉類は，カンピロパクターに高度に汚染

されている実態が明らかとなった。また，鶏肉以外では牛レバーで汚染が確認された。さらに，県内

の家畜の保菌率を調査したところ， 4ニで約 20%，豚および鶏では90%を超える高い保菌が確認された。
特に鶏については食鳥処理場における解体処理段階での糞便汚染による食肉の汚染拡大が窺えること

から，汚染低減のための対策と併せ，消費者に対して食肉の病原体汚染状況や，生食することの危険

性等についての啓発活動を行っていく必要がある。

1 はじめに

カンピロパクター (Campy/obacter)は家禽や

家畜，野生動物の腸管内に広く常在し，ヒトの

細菌性下痢症の重要な原因菌である。 ヒトの下

痢症の原因菌として分離される主な菌種はカン

ピロパクター ・ジェジュニ cc.jりuni)およびカ
ンピロパクター ・コリ CC.coli) であり， 1982 

年にはこの 2菌種が食中毒の病因物質として指

定された J)。

厚生労働省の食中毒統計によると，圏内にお

ける細菌性食中毒事例数は平成 10年をピーク

に年々減少傾向にあるものの，カンピロパクタ

ーによる食中毒事例数は横ばい状態が続いてい

る。カンピロバクターによる食中毒事例数は平

成 15年以降第 l位となっており，近年では発生

件数全体の 6害IJを占めるまでになっている。

また，県内の医療機関から提供される散発下

痢症患者由来の分離株からは，年間を通してカ

ンピロパクターが確認されており，食中毒だけ

でなく，散発下痢症としても多くの健康被害を

もたら していると考えられる。その背景には家

庭や飲食庖等において日常的にカンピロパクタ

ーに感染する機会があると推察される。

カンピロパクターによる食中毒の原因として

は，家禽や家畜，野生動物の糞使による湧き水

や井戸水，簡易水道などの汚染も，ヒトの下痢

症の発生要因としてあげられているがり，原因

食品としては鶏肉等の食肉が最も多い。そこで，

これまで秋岡県で行った各調査や収去食品検査

の結果から，秋田県における鶏肉等のカンピロ

パクター汚染状況および家富の保菌状況をまと

めたので報告する。

2. 方法

2. 1対象

2. 1. 1市販食肉等の汚染実態調査

平成 12.........14年度は，厚生労働科学研究 「鶏肉

に起因するカンピロパクター食中毒の予防対策

に関する調査研究J， r食品製造の高度衛生管
理に関する研究J (主任研究者岩手大学 品

川邦汎先生)において 県内のスーパーや小売

庖等で購入した市販鶏肉 73検体の調査を実施

した。

当センタ}の独自調査 2，3)として，平成 17........18

年度は市販の鶏肉，鶏レバー，豚肉，豚レバー，

牛肉，牛レバー合わせて 99検体，平成 19年度

は，食鳥処理場における製品加工工程で解体さ

れた県産のカット鶏肉 75検体の調査を実施し

た。

また，厚生労働省による食中毒菌汚染実態調

査として，平成 20.........23年度に秋田県が実施し，

購入した鶏ミンチ肉および牛レバーの計 97検

体の調査を実施した。
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2. 1.2収去食品検査

食品衛生監視指導計画に基づき，平成 17----23

年度に県内のスーパーや小売府等で・収去された

鶏肉検体計 115検体の調査を実施した。

2.1.3家畜の保菌状況調査

平成 15年度に当センターで調査 4}した，牛の

直腸便 87検体および胆汁 78検体，同様に平成

17.........18年度に調査 2}した，と畜場に搬入された

牛および豚から採取した直腸便と胆汁をそれぞ

れ 100検体ずつ，平成 19年度は県内の 22養鶏

場から食鳥処理場に搬入された県産地鶏の盲腸

使 66検体の調査を実施した。

2. 2調査方法

平成 L2.........L9年度に実施した市販食肉等の汚

染実態調査および家畜の保菌状況調査について

は，それぞれの調査結果報告書等 2-7)からカンピロ

パクター陽性検体数および検出率をまとめた。

平成20----23年度に実施した調査については，

食中毒菌汚染実態調査実施要領に定められた方

法で検査を実施した。検査方法は，検体 25gを

ス トマックバックに採取し.100 mlのPreston培地

を加え 30秒間ストマッカー処理したものを試

料原被とし，その全量を増菌培養 した。その検

査結果から陽性検体数および検出率を求めた。

収去食品検査については，秋田県検査実施標

準作業書 (StandardOperating Procedures : SOp) 

に示された検査方法に基づいて検査を実施し

た。検査方法は，検体 25gを採取し，滅菌生理

食境水 225 mlを加え，ストマッカ}処理した

ものを試料原液と し， その 1mlを 10mlの

Preston培地が入った中試験管に入れ，増菌培養

した。その検査結果から陽性検体数および検出

率を算出した。また，収去食品に関する検査は，

他の検査と検査法が異なることから，平成23年

度の 5検体については，秋田県の SOPによる検

査と同時に，食中毒菌汚染実態調査実施要領の

手法も用いて検査を実施 した。

3. 結果

3. 1市販食肉等の汚染実態調査

平成 12'"'-19年度に実施した調査研究による

市販食肉等のカンピロパクター汚染実態調査結

果を表 lにまとめた。鶏肉からは 60.9%.........74.0

%.鶏レバーからは 44.4%と，高率にカンピロ

パクターが検出されている。一方，豚肉や豚レ

バー，牛肉，牛 レバーからは検出されなかった。

また，厚生労働省による食中毒菌汚染実態調

査の秋田県におけるカンピロパクター検査結果

を表 2に示した。鶏ミンチ肉からのカンピロパ

クター検出率は. 28.6%----50.0%と高率であっ

た。加熱調理用牛レバーからの検出率は 0.........20.0

%であった。

表3に平成20'"'-22q三に実施した全国における

向調査結果 8)を示した。秋田県以外の調査では

鶏ミンチ肉や加熱調理用牛レバーのほか，生食

用の牛レバーや鶏たたきからもカンピロパクタ

ーが検出されていた。

3. 2収去食品検査

平成 17.........23年度に検査を実施した鶏肉 115検

体中，カンピロパクターが検出されたのは，平

成 17年度に I検体，平成20年度に 2検体，平

成 21年度に l検体であり，検出率は 3.5%であ

った。

食中毒菌汚染実態調査実施要領の手法を用い

た検査結果は. 5検体中 3検体からカンピロパ

クターが検出された。 さらに，今回，陽性とな

った 3検体のうち 2検体からはC.jりuniとC.coli

の阿菌種が検出された。また，分離されたコロ

ニ}の複数個を血清型別したところ，同一検体

に複数の血清型が存在していたことから，鶏が

保菌 しているカンピロパクターの多様性が明ら

かとなった。
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表 1 調査研究による汚染実態調査

検査年 検体穏 陽性数/検体数 検出準(%)

H12-14 鶏肉 54/73 74.0 

H17-18 鶏肉 14/23 60.9 

鶏 レバー 4/9 44.4 

豚肉 0/25 0 

豚レバー

牛肉

0/ 14 

0/25 

。
。

H 19 !県産鶏肉

牛レバー 0/3 0 

69.3 52/75 

表 2 厚労省による食中毒菌汚染実態調査(秋田県)

検{本穏類
陽性数/検体数(検出率%)

H20 H21 H22 H23 

7/ 19 4/14 12/24 5/ 10 
鶏ミL戸チ肉

(36.8%) (28.6%) (50.0%) (50.0%) 

牛レバー

(加熱調理用)

1/7 

(14.3%) 

0/12 

(0%) 

0/ 1 

(0%) 

2/ 10 

(20.0%) 

表3 厚労省による食中毒菌汚染実態調査(全国)

検体種類
陽性数/検体数(検出率%)

鶏ミンチ肉
〆
O

、JJ

o
-W

M

 

2
一1

5

H
一
釘

お

d

凡守

〆，‘
、

H21 

65 /216 

(30.1 %) 

0
6
λ
ゾ

2
-9
似
パ

2
一

日

1

9

H

一-/

5

7

0
、

牛レバー 18/212 22/207 22/209 

(加熱調理用) (8.5%) (10.6%) (10.5%) 

牛レバー

(生食用)

2/ 11 

(18.2%) 

鶏たたき
9/45 

(20.0%) 

3/ 17 

(17.6%) 

5/45 

(11.1%) 

2/21 

(9.5%) 

8/48 

(16.7%) 

3. 3家畜の保菌状況

家畜の保菌率を表 4に示す。牛の直腸便およ

び胞汁からの検出率は 29.2%および 2J.4%で，

分離 されたカンピロパクターの大部分が

C.jejuniであった。

豚の直腸便からの検出率は 92.0%で，その陽

性検体のすべてから C.coliが検出されており，

うち l検体は同時に C.jのumも保菌していた。

胆汁からはカンピロパクターは検出されなかっ

た。

鶏の盲腸使からの検出率は 90.9%であった。

分離された菌種は C.jりiuniが 66.7%，C.coliが

47.0%で，陽性検体のうち 15検体から C兵juni

とC.coliの阿方が分離された。
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表 4 家畜の保菌率

陽性数 菌 名
検体種類 検体数

(検出家) C.jejuni C.coli 

52 47 8 
牛車腸使 178 

(29.2%) (26.4%) (4.5%) 

40 39 

牛slI.汁 187 (21.4%)(20.9%)(0.5%) 

豚直Jl易便 100 

豚胞汁 100 

鶏盲JI易便 66 

4.考察
食中毒の原因となるカンピロパクターは，通

常家禽や家寵の腸管内に保菌され，と畜場等で

の解体の過程で食肉を汚染すると考えられる 9)。

豚のカンピロパクタ一保菌率は 92.0%で，極

めて高かった。 しかしながら，そのほとんどは

C.coliであった。C.coliはC.jのiuniに比べても環

境での抵抗力が弱く，肉表面の菌は早期に死滅

すると考えられている九実|探，豚肉からカン

ピロパクターは検出されなかった。また，C.coli 

による食中毒や散発下痢症は C.jejuniに比べて

極端に少ないことから， J豚肉を介する感染はま

れと恩われる。

鶏は盲腸便からの検出率，食鳥処理場におけ

る製品加工工程で解体されたカット鶏肉からの

検出率が高いことから，市販鶏肉の高確率な汚

染が発生する原因として，解体処理段階で糞使

の漏出による fと体Jの汚染が生じ，その後の

加工処理，流通過程において食肉の汚染が拡大

していることが考えられる。

カンピロパクターに汚染されている鶏肉が流

通し，さらに生食用としての基準がないにもか

かわらず~ílJ身やたたきとして販売 ・提供され，

喫食されていることや，高度汚染鶏肉による二

次汚染などが，カンピロバクターを原因とする

食中毒の主な原因食品が鶏肉である理由として

挙げられる。

92 1 92 

(92.0%) (J .0%) (92.0%) 

。
60 

(90.9%) 

44 

(66.7%) 

31 

(47.0%) 

一方，牛は直腸便からの検出率は豚や鶏に比

べると低率であるものの，胆汁からもカンピロ

パクターが検出された。このことは，牛レバー

は表面だけではなく，肝臓実質そのものが汚染

されていることを示唆している。汚染実態調査

の全国のデータをみると生食用の牛レバーから

もカンピロパクターが検出されており，カンピ

ロパクターによる食中毒事例や散発下痢症の重

要な原因食品になっていると考えられる。

今回，様々な調査， 研究事業に関連して行っ

たカンピロパクターに関する検査結果をまとめ

たところ，収去食品検査におけるカンピロバク

ターの検出率が他の調査結果に比較して低いこ

とが明らかとなった。この要因のーっとして，

秋岡県の SOPによる検査法は培養に用いる検体

盆が少ないことがあげられる。実際，平成 23年

度の 5検体について食中毒菌汚染実態調査実施

要領の手法を用いて検査を実施したところ，前

法ではカンピロパクターが検出されなかった 3

検体からカンピロパクターが検出された。食品

からのカンピロパクター検出法については，こ

れまで公定法に相当する試験法が示されていな

かったが，平成23年度には秋田県も参画して食

品からのカンピロパクタ}検出法についてのコ

ラボレイティプスタディが実施された。今後，

コラボレイティブスグディで用いられた方法が

圏内標準試験法として示される可能性が高いこ
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とから，それに併せて秋田県でも今後 SOPの検

討等が必要と思われる。

また，市販食肉等の汚染実態調査から，特に

県内に流通している鶏肉類はカンピロパクター

に高度に汚染されている実態が浮き彫 りとなっ

た。伊藤ら(1985)の調査 10)では鶏から検出さ

れた C.jりuni菌株の約 80%はヒト由来株の血清

型と同ーであることが示されており ，鶏肉はヒ

卜の下痢症の感染源として最も重要と考えられる。

カンピロパクターはおそら く食品中ではほと

んど増殖できないが，少量の菌で感染が成立す

ると考えられているへまた，カンピロパクタ

ー食中毒において複数の血清型が検出されるこ

とはめずら しく ないが，実際に，食中毒の原因

食品と して最も多い鶏肉検体が複数の血清型の

カンピロパクターに汚染されていることは，我

々の調査でも確認されている。これ らのことか

ら，カンピロパクターによる健康被害防止のた

めには，農場などの生産現場，食鳥 ・食肉処理

場，流通過程にある食品関連事業者等が，それ

ぞれの立場で汚染要因を把握し，対策を講じて

いくことで，カ ンピロパクター汚染を低減させ

ていくことが重要で、あると考えられる。同時に，

食中毒予防のためには汚染実態を踏まえ，一般

消費者に対 し，取り扱いや調理における衛生管

理の必要性，生食することの危険性等について，

より 一層の啓発活動を行っていくことが必要で、

ある。
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食中毒疑い事例検査における新規病原菌 Escherichiaa/bertiiの検出

今野貴之 八相11 1間 高橋志保 熊谷優子 和田恵理子 千葉真知子 掛j藤志保子

2011年 11月に秋田県内の一保健所管内における食中毒疑い事例において，腸管病原性大腸菌

(EPEC)や多くの腸管出血性大腸菌の病原因子として知られるインチミンの遺伝子 (ωe) を持った

菌が患者から分離された。今回，我々は菌の生化学的な性状やリボソームの小サブ、ユニッ トを構成す

る 16SrRNA遺伝子の解析に加え，SIX， eae， uidA， lysP， mdh， cdtBの有無を EPECと比較した PCR

法により本菌を新規の下痢原性病原菌とされる Escherichiaalberliiと同定した。

1.はじめに

おcherichiaalbertiiは，ヒトに下痢原性を示す

可能性のある新規のエシェリキア属菌として

2003年に報告された 1.2) 0 E. alberliiは，当初，

腸管病原性大腸菌 (EPEC)や多くの腸管出血性

大腸菌の病原因子として知られるインチミンの

遺伝子である eaeを持った非典型的な Hafnia

alveiとされていたが，その後の研究でハフニア

属ではないことが示された1.3列 。これらの H.

a/vei様の菌は， Huysら 2)による遺伝学的な系

統解析により新規のエシェ リキ ア属菌 E.

albertiiとされた。

Sharmaらは，E. alberliiがアメリカ合衆国に

おける約 62，000，000事例の原因不明の食中毒及

び 3，200の死亡例の要因のうちの lっかもしれ

ないことを指摘している日)。 しかしながら，

日本における E.albertiiの分離報告はほとんど

なく ，その疫学や病原菌としての重要性につい

てはこれまでのところ分かっていない。

2011年 11月，秋田県において患者 22人の食

中毒疑い事例が発生した。我々はこの事例にお

いて eaeを保有する EPEC様の菌を分離し，菌

の生化学的な性状試験，細菌の系統解析に広く

用いられる 16SrRNA遺伝子の解析やstx，eae， 

uidA， lysP， mdh， cdlBに対する PCR法等の遺

伝学的な手法により木菌の同定を試みた。

2.方法
2. 1菌分離

施設従業員便 16検体，患者便 19検体，施設

内拭き取り 10検体に関して食中毒原因菌及び

ノロウイノレスを調査した。食中毒原因菌として

は，病原大腸菌(腸管出血性大腸菌含む)，赤

痢薗，サノレモネラ属菌， ピブリオ属菌，エノレシ

ニア，カンピロバクター，黄色ブドウ球菌，セ

レウス菌， ウェノレシュ菌を調査した。

病原大腸菌の検出は， PCR法により各病原大

腸菌の主要な病原因子，すなわち腸管出血性大

腸菌の Slx，EPECの eae. 腸管侵入性大腸菌の

invE.毒素原性大腸菌の esl及び elt. 腸管集合

性大腸菌 aggR及びaSlAの有無を確認すること

で行ったふ11)。

生化学的性状は.indole及びIysinedecarboxylase 

の産生性，lactose及び xyloseの発酵性， motility 

(運動性)について調査した。

2.2 16S rRNAの相同性解析
16S rRNAの遺伝子解析は Falskel2)ら及び

Lanel3)らの方法を基に行った。

遺伝子の相向性解析は， BLASTN.2.2.24によ

るオンラ イ ンの解析システムにより行った

( http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j . htm 1)。

2.3 E a/bertiiとEPECの保有因子の比較
stx及び eaeに加えて.EPECの確認のため，

大腸菌に特異的な uidAの検出を行った。一方，

E. albertiiの確認は.Hymaら 14)が報告したか'sP

とmdhを標的にした E.albertii検出用の PCR法

により行った。また.E. albertiiの病原因子のー

っとして報告されている cdtBについても， T6th 

ら 15)の報告を基に検出を行った。また.cdlBの

型別をKimら 16)の報告を基に行った。
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表 1 E a/berti・j同定 PCRに使用したプライマー

Target Prop釘ty Sequence (5'-3ヲ

.stx Shiga toxin GAGCGAAAIAλITTATATGTG 
TGAIGAJGGCAAITCAG工AT

eae 泊自nine CAGGATCGCCTTTTTTATACG 
CTCTGCAG必ITAACCTCTGC

uidA beta-D- TCAGCGCGAAGTCTTTAIACC 
glucwonidase CGTCGGTAAICACCAITCCC 

l:y.sP lys泊e-sp配 ificGGGCGCTGCTTTCATATATTCTT 
permease TCCAGATCCAACCGGGAGTATCAGGA 

mdh ma1ate CTGGAAGGCGCAG.必TGTGGTACTGAIT
dehydrog伺蹴 CTTGCTGAACCAGA口CTTCACAATACCG

cdrB 句tole也a1 GAAAGTAAAIGGAん日.IAAATGTCCG
distending toxinAAAICACCAAGAAICATCCAGTTA 

3.結果と考察

2011年 11月に秋岡県内で発生した食中毒疑

い事例の検査では，患者便より EPEC0抗原型

別不能が 1名から，ノロウイノレスが 2名から検

出された。また，ノロウイノレスが検出されたう

ちの 1名から，病原大腸菌の検査に関連して

EPEC様の菌株 (ECI5062)が検出された。

ECI5062は病原大腸菌の検査で eaeのみ(+) 

で stxを含むその他の病原大腸菌の主要な病原

因子は(一)であった(図 1)。そのため，当初，

ECI5062は EPECであると予想された。 しかし

ながら，生化学的な性状試験の結果，indole( +)， 

Iysine (+)であるが，motility (一)， lactose (一)， 

xylose (一)であり ，大腸菌としては極めて非定

型的性状である ことが確認された(表 2)。

次に，ECI5062の 16SrRNA遺伝子の一部 823

ntに関 して，相間性解析を実施 したところ，

EC15062の配列は E.albertii strain KWB09司600

(accession no. HM 194877)の配列 と 100%一致

したものの，多くの大腸菌の配列とも高い相向

性を示した。一般に，非定型的な性状を示す菌

の同定には，16S rRNA遺伝子の相同性解析が有

用で、あることが知られているが，E. albertiiと大

腸菌は非常に近縁であり， ECI5062の同定にお

いては l6SrRNA造伝子の相向性解析では不十

分と恩われた。

そこで， EC15062が EPECか E.αIbertiiかを鑑

別するため，EPEC E2348/69株を対照に して，

PCR法により slx，eαe， uidA， lysP， mdh及び cdlB

の検出を行った(図 2)。その結果， ECI5062は，

EPEC E2348/69株と閉じくstx(一)， eae (+) 

である一方，EPEC E2348/69株とは対照的に，

大腸菌に特徴的な uidAが(一)，E. alberlii特異

a揖 aa.虎 invE
-:~. est 

stx a削 d

(bp) M 1 2 1 2 1 2M  

10∞ 

民淘

1∞ 

図 1 病原大腸菌の主要病原因子の検出

stx (289 bp)， eae (479 bp)， aggR (254 bp)， aslバ

(106 bp)， elt (186 bp)， est (130 bp)， invE (382 bp). 

Lanes: M， 100 bp size ladder (Bio-Rad); 1，陽性

コントロールゴ，ECl5062. 

的に設計された かsP及び mdhが(+)であった。

これらの結果から，EC15062は E.albertiiと同定

された。

また， ECl5062は E.albertiiの病原因子のーっ

として報告されている cdtβ に関 しても(+)で

あった。大腸菌では， CDTはその遺伝子配列か

ら5つの型に分けられる。図 3に示したように，

ECl5062の cdlは typelllとtypeVに陽性を示し

た。これらの結果は，Hymaら 14)のE.alberliiの

cdtの DNA配列の解析結果と一致 した。

E. alberliiは，大腸菌の典型的な性状と異なる

ため，通常の病原大腸菌の検査では見過ごされ

たり ，誤同定を招きかねない。今回，病原大腸
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菌の病原因子の探索に加えて，uidAや !ysP及び

といった菌種特異的もしくは菌種により多

型性を持つ遺伝子の PCRを併用することで E.

albertiiの同定が可能であった。ただし，本事例

において E.albertiiが検出された患者からはノ

ロウイノレスも検出されており，病原性や臨床症

状に対する本菌の関与は不明であった。

ιalbertiiの病原性や疫学， 臨床症状との関連
については知見が不足しており ，その解明のた

めには今後もさらなる事例の集積が必要と考え

られる。

mdh 

t∞ 
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血液から分離されたインフルエンザ菌の解析

今野貴之 八柳 i開 高橋志保 熊谷優子 和田恵理子 千葉真知子・ 掛藤志保子

インフノレエンザ菌 (HaemophilusinjZuenzae)の一部は，小児の細菌性髄膜炎等の侵襲性感染症の

起因菌として知られており，感染症の動向を把握する上で焚膜の血清型を明らかにすることは極

めて重要である。平成 24年 l月に県内医療機関において，肺炎患者の血液からインフノレヱンザ菌

が分離された。分離株の爽ー膜の血清型を検査したところ，焚l摸の型の中でも比較的まれな e型で

あることを確認した。また，薬剤耐性に関与する遺伝子としてペニシリナーゼ (blaTEM，blaRoB)及

びペニシリン結合タンパク質(PBP)のアミノ酸変異の検出を PCRにて行った。分離株は blaTEM，blaRos 

に関 しては陰性であったが，s・Jactamase-negativeampiciJJin-resistant H. iぺfluenza(BLNAR) group 111に
該当する PBPの変異が検出され，薬剤耐性菌と考えられた。

1.はじめに

インフノレエンザ菌(HaemophilusinjZuenzae)は，

1 XO.3 ~Im ほどの多形性のグラム陰性梓菌で，菌

体の表面に焚11莫と呼ばれる構造を持つ菌と持た

ない菌が存在し，焚JI莫は血清学的に a"-'fの 6型

に分けられる。インフノレエンザ菌は気管支炎，

肺炎，中耳炎，副鼻腔炎といった市中感染症の

起因菌となるが，特に b型 (Hib)は小児の細菌

性髄膜炎等の侵襲性感染症の起因菌として知ら

れている。菌型によって重症化する場合がある

ため， ヌド菌による感染症の動向を把握する上で

爽膜の血清型を明らかにすることは極めて重要

である。

当センターでは，平成23年度からインフノレエ

ンザ菌の薬剤耐性遺伝子の検出に加え，焚!摸の

遺伝子型別法を検討している。本報では，平成

24年 l月に県内医療機関から検査依頼のあった

血液から分離されたインフノレエンザ菌について

行った爽膜型別と薬剤耐性遺伝子の解析結果に

ついて報告する。

2. 症例
患者 :76歳男性。

既往歴:平成7年から狭心症として内服治療を

受け，平成 18年 7月には，症状増悪にて右冠動

脈病変に対してCypherstentが留置されていた。

平成23年 l月に胃角部の胃癌のため腹腔鏡下

幽門側胃切除術を受ける。手術自体の合併症は

なかったが，術後から経口摂取不良による栄養

障害が著明となり ，体重が 48kgから38kgま

で減少し， 一般状態が低下，全身の表弱も顕著

となっていた。

現病歴 :平成23年 11月22日，咳明言;が強くなり

酸素飽和度が低下，誤嚇性肺炎の診断にて入院

となった。入院後ピペラシリン/グゾ、パクタム

(PIPC/TAZ) 2.25 g， 1日2回の点滴などで治療

が行われ，肺炎はいったん改善した。入院中に

誤嚇性肺炎を再発し， 12月 7日からセフェピム

(CFPM) 1 g， 1日2回で治療が行われた。以後

は中心静脈栄養で管理が行われたが，肺炎を反

復し， 12月 26日からはセフメグゾーノレ (CMZ)

1 g， 1日2回で加療されたが高熱が続いた。平

成 24年 l月6日からはセフオペラゾン/スノレパ

クタム (CPZ/SBT)1 g， 1日2回で加療された

が，臨床的な改善はなく， 1月 18 日には CO2

ナノレコーシスとなり昏睡状態に至り，平成 24年

1月 31日に死亡した。

3.方法

3. 1英膜型別

平成24年 l月5日の患者の静脈血培養から分

離されたインフノレエンザ菌 (HI・2544)について，

爽膜の型別を市販の抗血清(デンカ生研)を用

いた免疫学的手法と PCR法 1)により行った。
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3. 2薬剤感受性試験及び薬剤耐性遺伝子の検出

ピペラシリン (PIPC)，セフオペラゾン/ス

ノレノミクタム (CPZ/SBT)，セファクロノレ (CCし)， 

セフタジジム (CAZ)，セフジニノレ (CFDN)， 

イミベネム (lPM)，レボフロキサシン (LVFX)

についてディスク法により 阻止円を計測した。

また，アンピシリン (ABPC)，セフォタキシム

(CTX) ，メロペネム (MEPM)については E-test

を用いて最小発育阻止濃度 (MIC) を測定した。

薬剤耐性遺伝子について， PCR i去により
bloTEM2)及び blGROB3)の検出を試みた。また，

penicillin binding protein (PBP)の変異を検出す

るため， Ubukata ら 4)の報告を基に 8

・lactamase-negative ampicillin-resistant H. 

injluenzae (BLNAR)のgroup1， 11及び Ulfこ特

徴的なアミノ酸変異部分にプライマーを設計

し， PCRを行'った。

4. 結果

4. 1英膜型別

市販抗血清を用いたI血清型別において，

HI・2544は e型の抗1血清に特異的に凝集を示し

た。また， PCR法を用いた遺伝子型別において

もe型に特異的なバンドが検出された(図 1)。

これらの結果から， Hト2544は H.in.fluenzae e型
と判定された。

体2制4

MabcdefM 

図 l 英膜型特異的 PCR

M: 1 00 bp ladder， a型:250bp， b型:480bp， 

c型:250bp， d型:150 bp， e型:1350 bp， f:450 bp. 

4. 2薬剤感受性試験及び薬剤耐性遺伝子の検出

H卜2544の薬剤感受性試験の結果を表 lに示

す。HT・2544はCCL，CFDNに耐性を示し， ABPC 

に対する MICが 2同Imlで低感受性であった。

PCR法により薬剤耐性遺伝子を検索したとこ

ろ，HI-2544はblaTEM，blaRosに関しては両者と

も陰性であったが，sLNAR group III に該当する

PBPの変異が検出された(図 2b)。

表 l 薬剤感受性試験成績.

霞網 阻止円(mm) 暫定

PIPC 釘 s 

CPZISBT n s 

CCL 7 R 

CAZ 盟 s 
CFDN 7 R 

IPM 19 s 
LVFX 釘 s 

.剤 NIC{Iμglml) 判定

ABPC 2 

CTX 2 s 
NEPM 。.25 s 

(a) 035側 R517H 
ド回ド3

S385T N526K 
g-oup 1 一+ +一

g-oup 1凶11
ー-・

司ト『

g-oup 111 
ー- -ー一

(b) H1-2544 

M 11閃11111M 

図2 PCR for BLNAR 

(a)primer設計位置.(b) HI・2544のsLNAR

型別.M: 100 bp ladder， 1: 536 bp， 11/111: 
"i)() hn "卜4ベ()hn 
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5.考察
日本では，平成 20年に小児向け Hibワクチン

の販売が開始された。それに伴い，小児の細菌

性髄膜炎等の侵襲性感染症を引き起こす菌型が

変化する可能性が指摘されている。今回，誤I燕

性肺炎から菌血症に至る中で血液培養より H.

influenzae e型を確認した。e型は従来から寝た

きり状態の患者における髄膜炎等で分離される

ことが多かった九今回の患者も比較的高齢で，

一般状態の低化した状態にあった。 しかしなが

ら， e型もその臨床的な特徴は Hibと同様と考

えられており 6)，それによる侵襲性感染症には

注意が必要である。今回の事例は，現在注目さ

れているようなワクチン導入による Hib以外の

菌型の増加を示すものではないが，Hib と同様

に小児の髄膜炎等の起因菌として知られる肺炎

球菌ワクチンでは，導入後に接種対象年齢以外

の年代にも集団免疫効果が確認されている 7)。

そのため， Hibワクチン導入後の秋田県内のイ

ンフノレエンザ菌感染症の発生動向を把握するた

めには，小児に限らずその発生を確認していく

ことが重要である。

また，本事例で分離された菌株は，薬剤感受

性試験において ABPCに低感受性を示し，遺伝

子検査においても BLNAR group 111 に該当す

る変異が検出されたことから，薬剤l耐性菌と考

えられた。BLNARの場合，治療に難渋すること

が多いため，本菌による感染症の動向について

は茨膜のIfn.情型に併せて，薬剤耐性の状況も注

視していくことが必要と思われる。
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LC-MS/MSを用いた畜水産物中の動物用医薬品一斉分析における

国相抽出及びリン指質クリーンア ップ法の検討

松梯l亜希子 松田恵理子

LC・MS/MSによる，畜水産物中の動物用医薬品 98成分の一斉分析法を検討した。分析法には通知法

(HPLCによる動物用医薬品等の一斉試験法皿)1)を改良した方法を用い，動物用医薬品の闇相抽出や

LC・MS/MSの測定妨害成分で‘あるリン脂質のクリーンアップについて検討し，より迅速で実用的な一

斉分析法を構築した。

鶏肉，豚肉，牛肉，エビ，サケ，牛乳，鶏卵，鶏レバー，ウナギ蒲焼きの 9種類の食品について，

添加回収試験(添加濃度:0.0 1 ~g/g， n=3)を実施したところ，サケ，鶏レバー，ウナギ滞焼きを除い

て，概ね良好な結果が得られた。添加回収試験結果に問題があったこれらの 3食品については，マト

リックス添加検;量線を用いることで結果が改善された。固相抽出カラムの選択に加えて， リン脂質を

クリーンアップすることは，多様な食品についての一律基準レベノレの分析に対して効果的であり，本

法は精度の高いスクリーニング法として有用と考えられる。

1. はじめに

動物用医薬品は畜水産物の安定供給，人獣共

通感染症の防止等に貢献している一方，食品へ

の残留による健康被害が懸念されている。

残留規制については，2006年よりポジティブ

リスト制が施行し，規制対象品目が大幅に増加

した(従来の お から約 250品目)。動物用医薬

品の残留基準は， 一律基準よりも低い基準や不

検出，不含有のものが比較的多い。このため，

高精度で，低濃度レベルまで検出可能な一斉分

析法が求められている。

近年，動物用医薬品の分析には，高感度 ・高

選択性の特性を持つ LC-MS/MSを用いる方法が

主流となっている。問機器による一斉分析法が

多数報告 2.6)され，煩雑な操作，爽雑物の影響に

よる再現性の低下や低回収率等，様々な問題が

指摘されている。

そこで問題解決の一環として，動物用医薬品

の固相抽出や測定妨害成分であるリン脂質のク

リーンアップについて，数種の固相カラムを比

較し，効率的かつ精度の高い一斉分析法を検討

したところ，良好な結果が得られたので

報告する 。

2. 実験方法
2. 1 試料

秋田県内で販売されている鶏肉，豚肉，牛肉，

サケ，エピ，鶏卵，牛乳，鶏レバー(以下， レ

パ-) ， ウナギ蒲焼きを用いた。

2. 2 対象動物用医薬品

表 lに示した，動物用医薬品 98成分(抗生物

質 23，合成抗菌剤iJ33，寄生虫駆除剤 14，抗炎

症薬 10，ホノレモン剤 6，その他医薬品等 12)を

対象とした。

2. 3 試薬等

標準品は以下のメ}カーの製品を用いた。

関東化学，林純薬工業，和光純薬工業，

Dr.Ehrenstorfer， LKT Laboratories， MP Bio-

medicals， Riedel-de Haen， Sigma Aidrich， 

AcuuStandard， ALEXlS，川|崎三騰製薬，テパ製

薬，武田シェリング ・プラウ ・アニマノレヘノレス，

インターベット，コーキン化学。

溶媒は関東化学製のアセトニト リノレ，メタノ

ーノレ，水(いずれも LC・MS用)，和光純薬工業

製のジメチノレホノレムアミド(特級)，ギ酸(LC・MS

用)を用いた。

試薬は和光純薬工業製のメタリン目安，ギ酸ア

ンモニウム，酢酸アンモニウム(し、ずれも特級)

を用いた。

標準原被及び混合標準溶液は次の方法で調製

した。各標準品の溶解性に応じ，メタノーノレ，

アセトニトリノレ，水， ジメチノレホノレムアミ ドを
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表1対象動物用医薬品およびイオン化最適条件

成 分

Benzy Ipenicillin 

Oxacillin 

Na:fcillin 

Mecillinam 

Cloxacillin 

Dicloxacillin 

Cephalexin 

Cephapirin 

Ce仇iofur

Nalidixic acid 

Piromidic acid 

Oxolinic acid 

Flumequine 

Sarafloxacin 

Orbif1oxacin 

Trimethoprim 

Onnetoprim 

Py ri met ham i ne 

Kitasamycin 

Tylosin 

Oleandomycin 

M irosamicin 

Josamycin 

Erylhromycin 

Sulfadoxine 

Sulfadimethoxine 

Sul tabenzam ide 

Suliadiazine 

Sulfamonometho刈ne

Sulf注methoxypy ridaz ine 

Sulfacetamide 

Sultisozole 

Sultathiazole 

Sultisoxazole 

Suifatroxazole 

Sulfaquinoxaline 

Suifamerazine 

Sull'adimidine 

Sulfisomidine 

Sultapyridine 

Suifamethoxazole 

Sulfamethizole 

Sulf加itran

Sulfachloropyridazine 

Suifabromomethazine 

Fenbendazole 。xfendazole
OAfendazole sultone 

Praziquantel 

ル101・創ltel

RT l(111in) 

22.5 

23.7 

24.4 

18.0 

23.7 

24.1 

17.1 

15.1 

21.0 

22.4 

23.9 

20.9 

22.7 

17.7 

17.4 

16.0 

16.8 

19.1 

21.3 

21.2 

20.4 

19.9 

22.1 

21.3 

18.9 

20.3 

19.4 

14.6 

18.7 

17.8 

12.3 

16.6 

15.3 

18.8 

18.5 

20.6 

16.4 

17.6 

14.6 

15.8 

18.4 

17.4 

22.3 

18.3 

22.4 

24.8 

21.5 

21.8 

24.5 

17.5 

Precursor ion 
(mlz) 

335.2 

402.2 

415.3 

326.2 

435.9 

470.2 

348.1 

424.2 

524.2 

233.2 

289.2 

262.2 

262.2 

386.1 

396.1 

291.1 

275.1 

249.1 

772.4 

916.6 

688.4 

728.4 

828.6 

734.5 

311.2 

311.2 

277.1 

251.1 

281.2 

281.2 

215.0 

240.0 

256.1 

268.1 

268.1 

301.2 

265.1 

279.1 

279.1 

250.1 

254.1 

271.1 

336.2 

285.1 

359.0 

300.1 

316.1 

332.1 

313.2 

221.1 

Product ion 
(mlz) 

217.0 

160.1 

199.2 

167.2 

178.0 

212.1 

158.1 

292.2 

241.1 

215.2 

243.2 

216.1 

202.2 

342.2 

352.2 

230.1 

259.1 

233.0 

109.3 

174.1 

544.4 

116.1 

174.0 

158.2 

155.9 

156.1 

156.0 

155.9 

156.0 

155.9 

156.0 

156.0 

155.9 

113.1 

108.2 

156.0 

155.9 

186.0 

124.0 

156.1 

156.0 

156.0 

156.1 

155.9 

92.1 

268.1 

159.0 

300.1 

203.1 

123.0 
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表1 対象動物用医薬品およびイオン化最適条件，続き

'1 Precursor ion Product ion 
DP'2(V) CE"¥V) CXp'4(V) 成 分 RT '(min) (m/z) (m/z) 

Flubendazole 23.5 314.1 282.1 86 31 20 

Oxib巴ndazole 20.8 250.1 218.1 86 27 16 

Triclabendazole 26.7 358.9 344.0 101 37 10 

Triclabendazole Oxon 25.7 329.0 167.9 101 43 12 

Thiabendazole 17.4 202.1 175.1 91 37 12 

5・Hydroxythiabendazole 15.9 218.0 191.0 46 37 12 

M ebendazole 23.2 296.1 264.1 81 31 18 

Lebamisole 14.4 205.1 178.0 91 31 12 

Metronidazole 13.7 172.1 128.0 61 21 10 

Dimetridazole 15.1 142.0 96.1 61 23 6 

Iミonidazole 14.1 201.1 140.0 51 17 10 

Diaveridine 15.6 261.1 123.1 86 33 8 

Clopidol 16.8 192.0 101.0 86 39 6 

Benzocaine 21.4 166.0 138.0 61 21 10 

Azaperone 17.7 328.1 165.0 81 31 10 

Brotizolam 23.7 392.9 314.0 101 33 8 

Mafoprazine 18.8 402.2 193.1 86 41 14 

Xylazine 17.5 221.1 90.1 66 33 6 

Tolfenamic Acid 27.4 262.1 209.1 46 39 14 

Meloxiωm 24.3 352.0 115.0 71 27 8 

Ketoprofen 24.0 255.2 209.1 76 19 14 

Carprofen 25.5 274.1 228.0 61 21 16 

Fluni沿n 25.9 297.1 264.0 86 47 18 

H Y drocort isone 23.0 363.4 121.2 81 35 8 

Methylpl吋 nisolone 23.8 375.3 253.2 56 27 18 

Prednisolone 22.9 361.3 147.1 66 31 10 

Betamethasone 23.5 393.2 373.1 71 13 10 

De.湖methasone 23.6 393.2 373.2 71 13 10 

Altrenogest 25.5 311.2 227.2 96 35 16 

NOI・鈴stomet 25.2 373.2 313.2 86 19 8 

Chlolmadinone 25.7 405.2 345.1 81 19 10 

α-Trenbolone 24.2 271.2 253.2 101 29 18 

s-Trenbolone 24.1 271.2 115.0 91 93 8 

Clostebol 25.5 323.2 143.0 81 35 10 

Melen鈴strolacetate 25.9 397.2 337.3 76 21 10 

Virginiamy cin 23.5 526.3 337.1 101 31 10 

Novobiocin 26.6 613.3 189.0 76 39 12 

Tiamulin Fumarate 20.9 494.4 192.1 81 29 14 

Lin心。mycin 15.8 407.2 126.0 81 37 8 

Clenbut巴1'01 17.6 277.1 203.0 61 25 14 

Menbutone 23.9 259.1 159.0 51 15 10 

Tripelennamine 18.6 256.2 211.2 46 21 14 

Famphur 23.3 326.0 93.0 76 43 6 

Pritinium 20.4 306.2 86.1 56 37 4 

Ethopabate 21.8 238.1 206.0 46 17 14 

Tetracycline 17.2 445.3 410.2 76 27 12 

Doxycycline 20.2 445.3 428.2 71 25 14 

。めIletracycline 17.5 461.2 426.2 71 29 14 

Chlortetracycline 19.0 479.2 444.1 71 31 14 

本1RT. Retevtiol1 time *2 Declustering pOlential 念3Collision Energy 念4Collisiol1 cell exit pOlenlial 
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用いて溶解し 500問 /mLの標準原被を調製し

た。これらの各標準原被を混合し l問 /mLとな

るようにアセトニトリルで、調製し，混合標準液

とした。

検討で用いた固相抽出カラムとリン脂質のク

リーンアップカラム，各溶出条件を表 2，3に示

す。以下EVOLUTEABN +を EVOLUTE，TnertSep 

RP-lを RP-l，TSOLUTE SLE+を TSOLUTE， 

Captiva ND Lipidsを Captiva，Hybrid SPE Phos-

pholipid を Hybrid SPE， TnertSep RP-C 18 を

RP-C 18， TnertSep PSAをPSAと略称で示す。ま

た， Hybrid SPE， MonoSpin TiO， PSAは2種類

の溶出用溶媒を用いて検討した。各溶媒を番号

で示す。

表2 固相抽出カラムと溶出条件

品名(メー力一)

Oasisl丑B:60mg/3 cc 

(Waters) 

EVOLUTE A BN + 

溶出条件

50μm， 100 mg (Biotage) 
メタノール 5mL

InertSep RP-l : 60 mg/3 mL 

(GL Sciences) 

ISOLUTE SLE+ : 10 mL 

(Biotage) 
酢酸エチ)~20 mLx3回

表3 リン脂質のクリーンアップカラムと溶出条件

品名 (メー力一) 溶出条件

Captiva ND Lipids 
70%メタノール

(Agilent Technologies) 

Hybrid SPE-Phospholipid: 
30 mg/l n止(Siglm-Aldrich)

① 1%ギ酸/け/-J~

MonoSpin TiO ② 1%ギ酸7ンモニウム/け /-J~

(GL Sciences) 

C181:30mg 

(AISTI SCIENCE) 
アセ卜ニトリル ImL

InertSep RP-CI8 
*2 

30 mg/l mL (GL Science) 

③ 1%キ。酸溶液け/-J~

InertSep PSA: 50 mg'l mL (4:1， v/v) 
(GL Sciences) ④ 0.05 Mf'酸7ンモニウム溶液 け/-J~

(4:1， v/v) 

*1シリカゲルベース勺ポリマーベース

2. 4 装置

高速液体クロマトグラフは AgilentTechnologies社製

Agilentll00，質量分析装置は ABSciex社製

APT4000，ハンドホモジナイザーは DREMEL社

製 MH-I000，遠iL;分再樹幾はSi伊1a社製Sigma1-15K， 

久保田製作所製 KUBOTA8850 ， 日立工機製

himacCR20G mを用いた。

2. 5 LC及びMS条件

分析カラムは， L-column (2.1 mm i.d X 150 mm， 

粒子径 3μm，化学物質評価研究機構製)を使用

した。

移動相は A 液 0.05%ギ酸水溶液， B 液 0.05

%キ官官メタノーノレを用い，グラジエント条件を0凶n(B

: 5%) →2 min (B : 20%)→6 min (B : 20%) 

→22 min (B : 95%)→30 min (B : 95%)→30.1 

min (B : 5%)→40 min (B : 5%) とした。カラ

ム温度は 40oC，流速は 0.2mLlmin，注入量は

10μLとした。

イオン化法はエレクトロスプレーイオン化法

ポジティブモード (ESIPositive) ，分析モード

は Scheduled Multiple Reaction Monitoring 

(Scheduled MRM) とした。イオンスプレー電

圧は 5.5kV，イオン源温度は 5000Cとした。

MRM条件は， 50'"'"' 1 00 ng/mLの範囲で調製し

た各動物用医薬品の標準溶液をシリンジポンプ

を用いて直接 MS/MSに注入し，白動最適化より

決定した。白動最適化の結果，感度が最も良好

であったイオンを選択し，定量用イオンに用い

た(表 1) 

αートレンボロンと s-トレンボロンは配座異性
体であり，今回のグラジエント条件では，ピー

クが近接しているため，まとめて定量した。

2. 6 検量線の作成

検量線は，固相抽出カラム及びリン脂質のク

リーンアップカラムの検討の際は絶対検量線を

用い，添加回収試験の際は絶対検量線に加えて

マトリックス添加検量線も用いた。

絶対検量線は， 0， 0.05， 0.1， 1， 10， 20 ng/mL 

の濃度で作成し，全ての成分について 0.05また

は 0.1'"'"'20 ng/mLの範囲で良好な直線性 (r 二

0.999以上)が得られた。

マトリックス添加検量線は，各試料 9食品の

ブランク試験液を用いて， 0， 0.05， 0.1， 1， 10， 
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20 ng/mLの濃度で調製した。全ての成分につい

て 0.05または 0.1.....__20ng/mLの範囲で良好な直

線性 (r= 0.999以上)が得られた。

2. 7 検出限界

検出限界は，標準液 (0.01，0.05，0.1，1 ng!mL) 

を測定し，ピークの S/N比が 3以上の濃度を採

用した。全成分において， 0.01，0.05，0.1ng/mL 

のいずれかであり，基準値レベルの分析に対し

て十分な検出感度を有していた。また，各試料

9食品のプランク試験溶液で標準液 (0.01，0.05， 

0.1， 1 ng/mL)を調製し測定したところ， 金成分

で 0.05，0.1， 1 ng/mLのいずれかであった。

2. 8 試験液の調製

2.8. 1 検討用の試料抽出液の調製

検討用の試料には鶏肉を用い， また通知法 1)

を改良した方法で試料からの抽出を行った。図

lに概略を示す。

試料 5.0gにアセ トニトリノレ，メタノーノレおよ

び 0.2%メタリン酸溶液 (1: 1 : 3)混液 75mL 

を加えてホモジナイズし，遠心分離 (3000rpm， 

10 min， OOC) を行い，上清を 100mLメスフラ

スコに移した。残留物に先の混液 15mLを加え

てかき混ぜた後，上記と同様に操作して，ろ液

を合わせ， 100 mしに定容した。これを，高速遠

心分間mし (12000rpm， 30 min. OOC) ，上清を

400Cで約 20mL以下に濃縮した。

この濃縮液に試料あたり 0.01 μg/gとなるよ

うに混合標準液を添加して正確に 20mしとした

ものを，国相抽出カラム検討用試験液(以下，

A 液)とし，動物用医薬品の抽出効果の検討に

使用した。

2.8.2 固相抽出カラムの検討

4種類の固相カラム， Oasis HLB， EVOLUTE， 

RP・1，ISOLUTEを選び，試料抽出液からの動物

用医薬品の抽出効果を比較した。

(1) OasisHLB， EVOLUTE， RP・lによる抽出

各カラムに，メ タノーノレ 5mL，水 5mLを順

次注入し，コンディショニングを行った後， A 

液8mL (試料 2.0g相当)を負荷し，流出液を

捨てた。次に水 10mLを注入してカラムを洗浄

後，メタノーノレ5mLを注入し，ろ液を採取した。

次にメタノーノレを濃縮乾回し， 20%メタノーノレ

溶液2mしを正確に加えて溶解し，これを試験液

とした。

(2) ISOLUTEによる抽出

カラムにA液 8mL (試料2.0g相当)を負荷

し， 10分間静置した。次に酢酸エチノレ 20mL 

による溶出を 3回繰り返し，ろ液を合わせた。

ろ液を濃縮乾固後， 20%メタノーノレ溶液 2mL 

を正確に加えて溶かし，これを試験被とした。

試料 5.0g 

7セ仁川島 :メ;1ール :
0.2%け1)ン酸 (1:1均

75mL. 151l1Lで2回摘出

ホモグナイ7:(2 min) 

遠心分総(3000rpl1~ 10 l11;n. 0・'c)

上;脅

2.8.2固相抽出法の検討

100mLに定容

遠心分離(12000刷、30m;n. 0 .c) 

減圧濃縮(40.C)。約20札以下

A 液

固相摘出力ラム倹討用諒験液

2.8.3 1)ン脂質のがjーン7，7'の検討

B )，後

1]1)-ン]，).カうム検討用試験液

ぱ:-MS/MS

図1 検討用試験液の調製フロー

2. 8. 3 リン指質のクリーンアップの検討

間中目抽出で得られた試験液をさらにクリ ーン

アップすることにした。対象はリン脂質とし，
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6種類のカラム (Captiva，Hybrid SPE， MonoSpin-

TiO， CI8， RP・CI8，PSA) について検討した。

図 lに示したフローに従い，国相抽出 (Oasis-

HLB)後の溶出液をメタノーノレで 5I1lLに定容

し，これに試料あたり 0.01凶/gとなるように混

合標準液を添加し，クリーンアップカラム検討

用試験液(以下， B液)とした。次に各カラム

による調製法を示す。

(1) Captivaによる調製

B 71夜2rnL (試料2.0g相当量)を分取し，濃

縮乾固後，70%メタノーノレ溶液 1I1lLに溶かし

た。この 200μL(試料 0.40g相当)を Captivaに

注入した。得られた溶出液を水で 2倍に希釈し

たものを試験液とした。

(2) Hybrid SPEによる調製

溶出には，表 3に示した 2種類の溶媒を検討

した。B液2mL (試料2.0g相当量)を分取し，

濃縮乾間後，各溶媒 1I1lLに溶解した。各溶媒で

コンデショニングしたカラムに，各液250μL(試

料 0.50g相当)を負荷し，さらに各溶媒 1mL 

で溶出し，ろ?伎を合わせた。これを濃縮乾闇し，

20%メタノーノレ溶液 500μしを正確に加えて溶解

したものを試験液と した。

(3) MonoSpin TiOによる調製

溶出には，表 3に示した 2種類の溶媒を検討

した。B液2mL (試料2.0g相当量)を分取し，

濃縮乾闘後，各溶媒 500μしに溶解した。各溶媒

でコンデショニングしたカラムに，各液 50μL

(試料0.20g相当)を負荷し，遠心分離 (5000

rpm， 2l1lin)を行った。得られた溶出液に水 150

~IL を加 え ， これを試験液とした。

(4)CI8， RP-CI8による調製

Br夜2mL (試料2.0g相当量)を分取し，濃

縮乾間後，アセ トニトリノレ 1mしに溶かした。ア

セトニ トリノレでコンデショニングしたカラム

に， 250μL (試料 0.50g相当)を負荷し，さ ら

にアセトニトリノレ 1mLで溶出した。これを濃縮

乾回し 20%メタノーノレ液 500μL正確に加えて

搭解したものを試験液とした。

(5) PSAによる調製

溶出には，表 3に示した 2種類の搭媒を検討

した。B液2mL (試料2.0g相当量)を分取 し，

濃縮乾間後，各溶媒 1mLに溶解した。各溶媒で

コンデショニングしたカラムに，各液250μL(試

料 0.50g相当)を負荷し，得られた溶出被を水

で2倍に希釈し，試験液とした。

2. 8. 4 9食品の添加回収試験

選択した固相抽出カラムとリン脂質クリ ーン

アップカラムを用いて， 2.1で示した 9食品につ

いて添加回収試験(添加濃度 :試料あたり 0.01

陪 /g，n=3) を実施した。概略を図 2に示す。

試料 5.0g 

混合標準液 (誌料あたり0.01~lglg) 

刊に川県:片}-'-: 0.2%けリン酸 (1:1:3)
7S mし IS mしで2回摘出

ホモグナイ'J..(2 min) 

遠心分離(3000rpm. 10 min. 0 OC) 

水10mL(洗浄)

け}-1.S mL (溶出)

1 %キ. 酸アンモニウム/け/ー)~ SOO ~Lし

水150μL

LC-MS/MS 

図2 添加回収試験のフロー



－76－

秋岡県臨賜蹟センタ一年報第7号 2011

3 結果および考察

3. 1 固相抽出カラムの検討

試料抽出液からの動物用医薬品の抽出効果

を，固相カラム (OasisHLB， EVOLUTE， RP・1，

lSOLUTE)を用いて比較した。実験方法2.8.1，

2.8.2に従って試験液を訓製し，添加回収試験(添

加濃度 :0.01同/g，n=1)を行った。その結果を

図 3に示す。OasisHLBで約 8割が，その他に

ついても，約 6----7密|の成分が回収率 50----120%

の範間内にあった。特に回収率 70"-120%内の

成分については， Oasis HLBで 98成分中 62成

分と最も多く，次いで rSOLUTEであった。

ISOLUTEでは，吸着により回収できない成分が

9成分みられた。これらの結果から，Oasis HLB 

を選択することにした。

Oasis HLB 

EVOLUTE 

ISOLUTE 19 

RP-l 

98成分

図3 固相抽出カラムの回収率(免)分布

口Nodata 口<50% 白50%壬・<70%
口70%孟 <玉120% 囚 >120%

3. 2 リン脂質のクリーンアップの検討

回収率の一層の改善や央雑物の影響を減らし

て，より確かな分析法とするために，闘相抽出

後の試験液に，さらにクリーンアップを施すこ

とにした。クリーンアップは，より高い効果と

省力化を考慮して OasisHLB後に追加 して行

い， 対象は畜水産物に比較的多量に含有し，イ

オンサプレッション等の原因となる リン脂質に

絞った。

クリーンアップカラムは， リン脂質の リン酸

基に特異的な親和性を持つもの 3種 (Captiva，

Hybrid SPE， Mono SpinTiO) ， リン脂質の疎水

性部分やリン酸基のアニオン部分と親和性があ

り，他の脂質類の除去も期待できるもの 3種

(CI8， RP・C18，PSA)の計6種を検討すること

にした。

実験方法 2.8.3に従って，各試験液を調製し，

添加回収試験(添加濃度:0.01 ).lg/g， n=l)によ

り，ク リーンアップ効果を比較した。その結果

を図 4に示す。

Capliva 

Hybrid 
SPE① 

ト!ybrid
SPE② 

MonoSpin 
TiO① 

MonoSpin 
TiO② 

C!8 

RP-C!8 

PSA③ 

PSA@ 

69 

63 

55 

42 

54 

46 

51 

98成分

図4 クリーンアップカラムの回収率(免)分布

口Nodata 口<50% 臼50%孟-<70%
口70%主L壬120% 回 >120%

最も良好な結果が得られたのは， MonoSpin TiOを用

い， 1%ギ酸アンモニウム/メタノーノレで、溶出し

た場合であり， 92成分が回収率 50"-120%を満

たした。全体的にみると，リン脂質以外の脂質

に対しでも効果を期待した C18，RP・C18，PSA 

に比べ， Captiva， Hybrid SPE， MonoSpin TiOの

効果が高かった。HybridSPEとMonoSpinTiOに

ついては，2種類の溶媒で溶出を行ったが，い

ずれも晦を加えた 1%ギ酸アンモニウム/メタノ

ーノレで、溶出した方が良好な結果であった。

MonoSpin TiOは，モノリス型シリカグノレにコ

ーティングされた二酸化チタンが リン酸基を選

択的に捕捉するため，構造中にリン酸基を含む

除草剤の抽出等に用いられている 7-8)。また形状

がスピンカラムであり ，従来のカー トリッジタ

イプの固相カラムと比較して操作が簡単で、，必

要な試料品-も極少量で済み，迅速な多検体の処

理が可能で、ある等の利点がある。HybridSPEも，
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MonoSpin TiOと同様に，シリカグノレにコーティ

ングされたジノレコニアがリン酸基を捕捉するた

め， リン酸化ペプチドの精製や血中のりン脂質

の除去等に用いられている 9-10)。本研究では，

これらのカラムを畜水産物中のリン脂質の除去

に応用したが，結果は概ね良好であり，効果的

なクリ ーンアップ法であると考えられた。

図5にOasisHLB単独と MonoSpinTiOを併用

した時の回収率の分布を示す。MonoSpinTiOを

用いることによって，回収率の分布が 70"-120 

%に収束した。また，試験液の Q3スキャンの

クロマトグラムを図 6に示す。クリーンアップ

を追加することにより， 15..........24分に溶出するリ

ン脂質等の妨害ピークの低減が確認できた。

以上の結果から， Oasis HLBの後に MonoSpin-

TiO (溶出液 :1%ギ酸アンモニウム/メタノーノレ)

を用いることに し，他の食品についても検討し

た。

回収率(%)

> 120 

70~五 - ~五 120

50~ -<70 

< 50 

o 100 
成分数

図5 MonoSpin TiO併用時の回収率分布の変化
口 OasisHLB単独
園MonoSpinTiO併用 (I o/ot-・ 酸7ンモニウム/け/-J~)

コ向。コ帥-ぞ・
n
h
v
帥

OasisHLB + 
MonoSpin TiO 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 3638 
Time， min 

図6Q3スキヤンクロマトグラフ
(ポジティブモード.ルケ:100-1000) 

3. 3 添加回収試験

2，1に示した 9食品について，実験方法 2，8.4

に従って，添加回収試験(添加濃度 :0.01陪/g，

n=3)を行った。回収率は絶対検;陸線とマ トリッ

クス添加検:註線を用いて求めた。各食品の回収

率の分布を図 7に，添加回収試験結果を表 4に

示す。絶対検品線で定量 した場合，鶏肉， J隊肉，

牛肉，エビ，牛乳，鶏卵において，回収率 50.......... 

120%内の成分が約 8筈IJを超え，良好な結果であ

った。サケ，レバー，ウナギ蒲焼きについては，

マ トリックス添加検量線を用いることで回収率

を改善することができた。

鶏肉付:;:;;:;;:;;:;;:;;:何日:;;:;;:;;:;;:;;:|11
11ミ:;:;;:;:;:;:;:;;:;;:拘:::::::::::::::::::::::::1

豚肉 14 k>::::::::::::::::の;:;;:;;:;;:;;:;;:||l

牛肉

|;:;;:;;:;;:;;:;刊;:;;:;;:;;:;;:|11

n|;;:;;:;;:;;:;65JJ:;;:;;:;;:1 
8|;:;;:;:;:;:;:;;:;;:;吸;:;;:;;:;:;:;:;:;;:|11

牛乳 ||2:;:;;:;;:;;:;;:;:内;:;;:;;:;;:;;:;:::|6|

ケサ

エピ

レバー

l
 

-・，
3
.
!・

干
今
，島

日1::::::::::::::::::::::必::::::::::::::::::::::111
i4 |::::;:::;:: ????:足立;::???????: ジ|11

ωi  ::::;説;::::1

1 ôl:::::::::::::::::::::::~s::::::::::::::::::::::112 
98成分

図7 添加回収率試験の回収率(免)分布

鶏卵

ウナギ

蒲焼き

• No data 口<50% 
ロ50%壬・2玉120% 口>120%
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表4 9食品の添加回収試験結果 (鶏肉.牛乳.エピ，サケ，豚肉)
言書肉 牛乳 エビ サケ 豚肉

成分 平均(%)I RSD(%) 平均(%)I RSD(%) 平均(%)I RSD(%) 平均(%)IRSD(%) 平均(%)I RSD(%) 

絶対 マトリッウス 絶対 マトリッヲス 絶対 マトリッヲス 絶対 マトリッヲス 絶対 マトリッヲス

Benzylpenicillin 88.9/2.2 60.412.1 78.4112.1 56.31 11.1 79.6/2.3 81.313.4 73.3/3.9 59.0/3.5 68.4 12.6 67.7/4.8 

Oxacillin 93.717.8 89.7/7.1 85.6/11.9 76.5/11.3 104.012.4 100.9/0.9 78.5/1.9 94.4 12.0 103.5/4.1 93.6/6.4 

Nafcillin 97.4/2.9 74.5/2.2 56.6/19.7 40.7/18.5 113.0/1.4 99.0/2.5 74.113.2 86.61 1.1 101.8/2.3 92.0/2.3 

Mecillinam 80.3/7.3 89.8/7.0 90.2/4.3 85.9/3.9 66.8/6.2 71.3/5.4 77.0/1.9 85.9/1.9 72.4 16.0 69.9/5.7 

Cloxacillin 90.3/7.0 74.8/6.9 76.0/9.3 68.4/7.8 92.6/1.1 87.6/1.2 79.2/3.6 79.6/0.9 96.3/3.5 77.7/2.8 

Dicloxacillin 85.1/5.8 80.2 / 5.5 71.2/10.7 64.1/5.6 83.9/5.5 104.1/5.4 62.0/0.7 80.0/1.2 77.7/4.8 80.9/3.2 

Cephalexin 74.0/ 10.6 82.5 1 8.4 88.8/7.3 110.217.3 73.4 18.9 71.8/14.1 58.612.3 59.8/2.1 64.717.5 61.1 17.4 

Cephapirin 66.2/ 14.8 73.1/12.4 84.3/4.9 92.0/4.3 84.0/4.3 96.8/4.6 86.8/4.2 95.9/3.9 78.3/6.6 91.416.2 

Ceftiofur 82.8/10.1 88.219.9 91.7 14.0 88.4/2.8 94.3 1 2.6 90.3 12.5 83.2/2.2 83.6/4.5 84.2/4.2 85.6/4.0 

トIal idix ic acid 63.4 16.7 56.8/9.6 64.619.3 54.8/9.6 44.1/10.2 49.51 11.4 41.514.6 42.4/4.5 21.6/31.S 24.3/34.8 

Piromidic acid 61.2/11.3 51.6/11.4 57.6/10.9 49.7/9.4 39.8/12.6 42.7/12.0 35.7/7.1 40.1/7.1 19.2/26.9 20.6/35.0 

Oxolinic acid 69.9/6.9 57.8/8.5 76.6/6.9 63.8/3.8 37.6/11.6 51.8/8.3 36.1/3.1 55.5/2.8 27.5/27.6 37.6/33.0 

Flumequine 77.2/2.3 64.0/7.9 76.3 1 13.3 63.3/6.4 44.6/11.2 53.2/11.4 36.7/3.3 50.6/2.0 26.1/26.2 30.8/31.6 

Saranoxacin 93.71ιs 53.9/10.3 142.7/4.9 56.9/3.6 62.1/13.5 40.5/17.7 84.7/4.8 35.7/6.0 50.5/30.1 16.2/40.8 

Orbinoxacin 62.31ι9 66.9/7.9 77.2/16.0 63.8/16.8 44.01 11.1 65.3/10.8 53.1/3.9 64.3/4.4 40.7/20.1 44.3 124.0 

Trimethoprim 85.715.1 87.8/5.3 100.515.3 84.8/5.7 69.3/5.1 86.8/4.6 82.2/4.2 88.6/4.2 86.4 14.9 93.3/4.8 

Ormeloprim 75.0/4.9 83.2/5.2 92.4/7.6 84.9/7.8 58.9/5.7 83.5 1 5.7 75.6/2.4 86.3/2.4 81.9/5.1 90.1/5.1 

Pyrimcthallline 70.1/4.9 83.3/6.1 97.9/0.9 84.9/1.0 38.7/2.9 60.0/2.7 55.6/5.4 68.3/5.2 76.8/2.9 81.4/2.9 

Kitasamycin 70.0/4.3 75.4 1 6.3 69.5 / 10.4 80.4/4.9 47.9/5.3 47.8/6.4 56.9/4.6 72.5 13.2 63.312.9 69.8/2.2 

Tylosin 72.6/4.1 63.4 / 4.9 68.7/14.8 66.5/13.6 46.515.3 45.1/4.2 46.8/3.8 49.3/3.8 51.5/3.8 51.213.9 

Oleandomycin 83.6/5.2 87.1/5.1 97.3/4.5 91.5/4.1 87.9/2.5 113.7/2.3 84.114.5 89.416.0 83.1/4.6 102.7/4.6 

Mirosalllicin 63.9/9.3 81.2/9.8 94.7/4.4 89.3/4.4 64.512.7 85.9/2.7 69.8/0.9 88.2 10.9 81.515.8 83.4 15.7 

Josamycin 77.4 1 3.0 85.8/3.0 81.9/6.0 75.7/6.0 54.2/6.5 58.4 16.1 57.4/2.0 80.7/1.9 55.3/2.0 72.6/1.9 

Erylhromyc川 25.2/21.4 27.4/24.6 5.0/2.1 -，- 66.8/6.7 79.6/6.5 45.919.9 94.515.3 22.7/22.1 46.6/21.9 

Sulfadoxine 99.313.0 81.5/3.3 94.813.6 71.0/4.0 83.215.4 96.1/5.9 70.3/2.6 77.1/2.6 85.1/5.0 86.6/4.5 

Sulfadimelhoxinc 86.2/4.7 78.7/5.3 95.8/4.1 80.9' 3.3 75.515.9 81.0/5.7 70.5/9.1 78.4 19.0 98.8/4.0 92.1/3.9 

Sul fabenzam ide 71.8/3.3 89.5/3.7 87.5/3.6 79.1/3.8 47.8/7.5 94.2/4.6 43.2/0.4 61.1 10.4 73.012.7 82.4 12.7 

Sulfadiazinc 88.1/6.7 85.7/8.1 85.0/2.4 75.9/1.9 80.9/11.9 98.0/11.7 72.616.2 87.9/6.1 76.4 14.3 88.2/4.3 

Sulfamonol11ethoxine 104.1/6.6 80.5/6.6 106.311.8 69.4/1.6 74.8/5.3 94.2/4.5 63.3' 3.7 72.6/3.6 83.3/5.3 85.015.3 

Sul famel hoxypyridazine 92.6/4.5 78.0/5.2 81.7/3.4 72.3/3.4 65.9/6.0 87.1/5.8 57.614.2 70.3/4.2 73.4 1 5.9 80.0/5.8 

Sul facet am ide 52.0/1.9 88.2/5.6 86.7/4.2 79.1/5.9 70.915.4 86.815.3 68.5/2.4 79.9/2.2 85.3/3.3 94.5/3.2 

Sultisozo le 80.5 12.5 84.4 / 2.9 83.8/1.6 76.9/3.2 52.7/10.1 94.3/6.5 58.2/2.5 77.9/2.5 74.514.8 89.0/4.8 

Sul fat h iazo Ic 84.0/5.5 84.6/5.1 75.8/2.2 72.012.3 74.1/7.1 97.3/6.9 66.8/6.0 72.915.2 82.4 14.5 88.9/4.3 

Sulfisoxazole 83.4 / 3.1 103.3/3.2 88.1/3.8 75.0/3.8 68.6/7.5 100.0/7.3 61.8/1.0 76.6/1.0 85.3/3.7 89.9/1.6 

Suifatroxazole 78.1/3.7 90.7/3.2 88.017.2 79.6/7.2 56.7/10.4 90.2/8.0 59.7/2.5 78.3/2.5 81.915.7 91.6/1.8 

Sulfaquinoxaline 93.1/4.3 74.6/4.6 87.8/4.2 71.6/4.2 73.416.0 86.3/5.9 55.3 12.0 63.4/2.1 83.0/4.7 82.0/4.7 

suげIlmcrazine 100.8/6.6 78.8/6.7 75.517.8 79.6/7.9 71.9/5.7 92.8/5.0 66.4 13.4 78.3 13.4 75.9/5.0 88.3/5.0 

Sulfadimidine 92.1/6.5 73.7/7.1 90.0/4.6 73.0/4.6 77.915.7 90.615.6 66.2' 3.6 74.7/3.7 79.0/4.2 80.4 14.3 

Sul fiso m idine 77.9/6.3 82.9/6.8 82.8/2.6 80白6/2.7 66.0/7.6 92.9/7.3 61.814.5 81.514.5 73.8/5.4 90.8/5.4 

Sulfapyridine 85.215.9 75.017.8 76.2/6.7 76.1/6.7 78.6/4.3 99.8/4.3 66.1/3.0 78.8/3.4 78.512.0 94.1/2.0 

Suifamethoxazole 82.5/4.5 88.9/4.6 91.5/3.7 79.0/3.7 59.8/11.5 87.7/11.0 63.2/2.1 75.2/2.1 84.2/6.1 90.516.0 

Sulfamelhizole 71.7/5.4 74.1/5.9 79.7/5.2 70.6/5.2 63.5/4.9 90.4/4.7 48.6/4.5 56.4 14.5 74.8/3.7 79.4 13.7 

Sulfanitran 75.4/4.4 92.7/4.8 89.2/2.4 83.4/2.6 42.5 /17.0 82.9/15.6 47.1/1.5 57.9/0.9 76.411.9 88.2/1.9 

Sul fach loropyridazine 87.4/3.5 77.2/3.8 91.0/6.4 67.9/6.4 55.0/6.4 85.4 16.4 57.6/2.2 67.4 12.1 74.615.3 79.1/5.2 

Suifabromomelhazine 90.5/4.7 77.8/5.1 90.2/5.2 75.015.2 68.3/4.9 80.3/5.5 51.6/7.1 60.7/4.4 78.9/3.1 87.0/3.1 

Fenbendazole 60.6/5.0 62.5/5.0 93.1/4.2 88.5/4.2 13.3/9.4 17.518.5 36.5 1 20.5 44.6/16.1 70.8/3.3 81.3/2.6 

Ox f'endazole 95.7/4.9 82.3 16.7 86.7 (10.7 94.1/11.1 82.3/4.5 86.414.2 82.6(3.2 91.9/3.2 88.5/4.8 91.814.2 

Oxfendazole sulfone 96.015.3 93.6/6.4 99.3/4.2 85.1/4.1 63.0/12.3 73.0/9.0 71.1/3.5 80.8/3.5 82.715.1 86.1/5.1 

Praziql防nlel 99.0/ 1.5 86.1/1.8 102.515.4 87.615.3 77.5/3.0 86.7/3.1 61.0/1.5 72.71 1.1 85.7/4.5 94.4 14.3 

添加i幾度:0 0 1)lglg， n=3 ・.不検出
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表4 9食品の添加回収試験結果(鶏肉. 牛乳， エビ，サケ，豚肉).続き
言書肉 牛乳 エビ サケ 豚肉

成分 平均(%)I RSD(%) 平均(%)I RSD(%) 平均(%)IRSD(%) 平均(%)IRSD(%) 平均(%)I RSD(%) 

絶対 マトリッウス 絶対 マトリッヲス 絶対 マトリッヲス 絶対 マトリッヲス 絶対 マトリッヲス

Morantcl 91.8/4.7 82.1/7.0 95.3/3.1 82.1/2.0 78.412.4 87.2/2.8 86.611.9 92.01 J.2 83.8/4.9 87.0/5.6 

Flubendazole 86.7/4.1 73.6/4.6 98.6/6.6 81.7/6.2 61.9/3.3 62.413.1 64.6/8.0 69.617.9 86.7/3.9 89.3/3.3 

Ox ibendazolc 79.515.6 87.2/5.5 92.3 / 5.7 88.4/5.7 55.2/6.6 67.8/6.4 61.415.8 82.0/5.6 78.6/4.3 88.3/4.2 

T r icl aben dazo I巴 40.3/5.3 32.8/15.3 64.417.9 54.4/7.9 5.3/14.1 9.4110.3 24.9124.7 42.8/25.1 39.7/2.6 67.6/2.7 

Triclabend同zolcOxon 47.5/7.9 65.117.9 74.4/6.7 75.7/6.7 5.817.4 9.3/13.5 18.1118.9 26.4/21.2 37.9/8.4 68.1/7.2 

Thiabendazole 80.6/2.6 86.9/2.8 89.1/10.4 83.4/ 10.5 97.0/6.8 51.716.8 101.7/1.2 99.711.1 115.0/3.8 102.7/3.9 

5・Hydroxythiabendazole 69.8/4.1 85.6/4.4 790/6.9 74.116.9 80.7/6.7 92.5/4.0 82.2/3.6 82.9/3.5 106.3/4.5 97.0/4.5 

Mebendazole 93.4 13.4 80.0/4.0 99.915.2 85.4/5.1 65.9/3.9 71.713.9 66.7/8.0 78.8/7.8 85.3/5.1 90.415.4 

Lebamisole 92.2/4.6 84.416.5 104.6/3.9 88.8/3.7 81.2/4.3 85.5/4.2 82.8/3.9 91.513.8 84.4/4.7 90.2/4.7 

Melronidazole 89.0/4.7 80.3/5.4 94.9/4.9 85.515.3 69.0/3.8 86.4 f 3.7 75.9/4.0 91.414.0 75.2/2.3 88.6/2.3 

。imelridazole 53.7/3.4 77.0/3.8 55.0/13.3 57.4/13.3 51.3/5.1 101.015.3 43.9/1.4 77.012.1 41.9/10.0 63.7/9.1 

Roni倣zole 98.2/6.2 79.8/6.8 102.1/3.0 86.312.9 79.0/7.5 101.7/7.3 80.513.6 89.5/3.5 83.113.6 111.3/3.3 

。iaveridine 72.6/4.0 77.6/4.4 90.7/7.5 94.8/7.6 64.1/5.3 84.515.2 78.4/4.6 89.7/4.6 82.2/4.6 92.6/4.5 

Clopidol 81.7/1.3 92.311.5 97.6/4.6 95.3/4.3 62.6/3.0 99.612.7 69.7/5.2 92.915.1 73.9/1.7 92.0/1.6 

Benzocaine 69.01ι3 71.816.5 54.2/2.4 70.3/1.7 72.612.5 114.3/1.8 54.9/4.3 80.8/4.6 72.613.3 86.1/0.6 

Azaperone 113.3/3.4 79.4/3.0 122.017.4 74.514.4 79.8/2.1 73.712.4 101.015.3 79.7/6.3 119.3/4.2 84.3/4.0 

Brotizolam 94.71 1.0 79.21 1.2 91.417.6 74.4/9，2 75，8/4.5 83，0/4.3 67，7/3，8 77，613，2 83，7/3.7 88.6/3.7 

Mafoprazine 79.1/2.0 88.212.1 95，0/3.0 86.9/3，1 65013，7 85.0/3，7 77.3/2，8 85.9/2.7 87，6/4.1 87.2/2.5 

Xylazine 84.3/6.3 81.6/6.3 93.1/5.3 88.1/5.2 81.3f2.8 87，3/2.7 83.2/4.9 86.1 f 4.6 89.8/3.8 91.5f3.7 

Tolfen創llicAcId 20.7/31.9 54.4/30.3 33.51 17.3 58，0 I 11.7 12.6139，2 52.1/33.1 3.17/8，9 33.9/9.4 14.0/17.7 51.9116.9 

Meloxicam 85.1/3.0 83.516.5 90.5 /3.5 80，8/4，1 85，1/3，7 86，615，9 70，1/1.0 88，510.3 84.3 I 1.2 89.3/0.5 

Ketoprofen 90.9/3.2 87.7/0.5 101.8/4.3 85.9/4.2 71.310.5 93.9/2.2 46.015.8 66.514.5 77，2/6.5 90.71 J.3 

Carprofen 51.2/7，8 100，615.1 67.31卜6 80，71 1.6 18，71 10.7 68，7/8，6 16，2/8，0 29，1/10.3 22.2/8.7 85.015.8 

FllInix川 75.3/3.1 89.9/3.1 89.015.0 83.415.0 72.0/3，7 92.0/3.5 57.2/8.5 74.4 16.7 69.213.3 81.9/3.2 

Hydrocort isone 92.5/3.2 92.9/3，7 107.3/5.2 88，715.4 64，617，1 85，015.9 132，3/5.7 55.2/4，1 162，015.1 91.8/4.4 

Melhylprednisolone 98.1 f 1.8 98.0/2.7 105.0/4.0 85.5/3，1 75.715.8 90.1/5.7 63.7/4.3 82.0/4.3 84.0/4.0 86.1/2.5 

Predniωlone 98.8/4.6 89.3/4，7 108.0/3.3 87，9/3，2 67，917，0 89，7/4，3 55，91 1.1 72.6/1.7 80.7/2.2 90.5/2.1 

Betamet hasone 94.9/2.9 93.0/3.0 104.0/3.4 89.9/3.4 75.9f3.1 93.9/3.0 56.5 1 0.5 74.1/0.3 82.4/3.0 93.312.9 

Dex8melhasone 96.8/3.4 96，3/4，2 104.3/4.6 89，214.5 76，5/3.4 96，3/3，6 57，611.1 70，8/1.0 83，8/4.7 92.5/2.5 

Altrenogest 61.7/2.4 88.3/3.0 715/1.8 66.8/3.2 49.112.4 65.2/2，2 39.2/5.2 58.8/3.3 54511.8 74.6/1.4 

Norgestomet 74.5/1，7 99.31 1.6 87.8/3.5 88.6/3，6 57.1 15.4 76.515.2 46，711.8 70.511.7 70.1/3.8 95.4 13.3 

Chlormadinone 67.8/3.2 83.8/3，7 86，2/2，3 83.313.3 38.4/10.3 56.4/10.1 33.9/12.2 56.5 18.4 61.014.9 82.5 14.9 

。，s・Trenbolonc 76.1/1.9 83.21 1.8 83.1/3.7 82，3/3.7 62.8/4，8 89.6/4，7 45.5/4，0 73.9/4，0 64.4 12.5 89.1/2.4 

Clostebol 74.3/4.2 96.7/4，6 91.6/0，4 89，7/0，7 48，6/1.6 68，8/0，9 46，8/4，0 67.512，6 67，0/2.5 93.8/2.5 

Melengestrol acetate 73.9 f 2.2 79.8/2.2 90.2/4.2 87.5f3.8 43.9/9.5 52.3/7.6 38.5/6.4 57.6 f 5.7 70.1/2.3 91.614.0 

Virginiamycin 94.6/6.6 73.5/6，6 122.0/11.4 93，918，1 101.0/1.6 91，3/1，6 57.314，1 69，7/3，5 84，6/1.1 77.311.7 

Novobiocin 82.9/4.5 89.116.0 70.1/5.3 61.8/5.0 62.513.9 82.4/3.6 52.817.6 75.715.0 73.317.3 95.9/6.7 

T iamlllin FlImarate 88.1/4.2 98.2/4，9 100.0/5.3 86，015.3 74，212，5 78，0/2.4 83，0/4，1 98，6/4，3 90，6/5.6 95.7/5.7 

Lincomycin 77.415.3 83.6/3，4 84.517，6 78.0/8，3 68，3/3.4 86，6/3，3 72.0/3，8 96，513，9 71.8/2.8 86.7/2.8 

Clenbllterol 81.8/2.6 80.8/2.5 98.2/4.9 86.9/4.9 67.6/4.6 91.6/4.5 74.414，9 95.4 15.0 82.5/9.4 97.8/9.5 

Menblllone 88.0/3.5 91.8/5，4 97，1/4.2 87.3/4.1 71.513.1 85.8/1.2 45.8/1.9 68.1/0.4 77.11 J.7 88.5 11.9 

Tripelennamine 98.31 1.6 81.5/2，1 105.3/2.7 74.0/2，8 74.015，1 81.3/5，1 93.0/3.2 84.4 13.2 96，6/4.9 78.9/3.8 

Famphllr 92.7 f 1.6 90β11.4 94.715.4 88.6 f 5.7 720/4.2 99.0/3.7 53.7/4.2 79.0/4.0 81.013.2 91.514.6 

Prilini凶n 94.415.3 85.015.8 102.6/4.8 85.5/4.9 70.9/2.8 82.8/2.6 80.515.3 87.415.3 87，2/1.9 95.4 12.0 

Elhopabate 90，6/2.4 103.6/3.3 94.014.4 97.1/4.4 61.919.4 95.1/5.5 63.3/1.1 87.1/1.0 82，1/3.8 96.5/3.6 

T et racycline 84，51 12.9 70.6/ 12.6 106.2/8.4 84，417，6 60.31ι3 30，7/13.1 73.4/1.9 37，7/1.5 45.8/11.9 2 J.3/36.3 

Doxycycline 134.3 f I 1.6 80.9/4.1 137.0/9.2 86.1 f 9.9 77.2/2.7 46.6/9.8 82.0/4.7 55.715.0 58.9 f 3.7 35.9/28.5 

Oxyletracycline 103.7/8，7 83.8/9.8 125.7/9.4 81.3/10.8 71.515，1 41.3115.2 71.81 1.5 60.4/2.1 43.415.6 26.6/33.5 

Chlorlelracycline 104.0/13.0 65.8/5.3 126.0/7.6 70.2/9.4 51.416，2 25.2/8.4 50.81 J.3 39.2 16.4 36.215.0 18，2/37，8 

添加i幾度:0 0 1)lglg， 11=3 ・.不検出
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表4 9食品の添加回収試験結果(牛肉，鶏卵， レバー，ウナギ蒲焼き)
牛肉 鶏卵 レバー ウナギ簿焼き

成分 平均(%)/ RSD(%) 平均(%)/ RSD(%) 平均(%)/ RSD(%) 平均(%)1RSD(%) 

絶対 マトリックス 絶対 マトリックス 絶対 マトリックス 絶対 マトリックス

Benzylpenicillin 76.1/2.9 73.514.5 73.0/7.1 41.9/6.1 81.117.1 77.517.2 53.516.5 46.9/6.6 

Oxacillin 95.4/2.0 87.7/2.4 85.81 1.6 135.0/1.4 66.812.3 99.5/2.2 50.7/4.0 75.5/4.0 

Nafcillin 86.3 12.7 80.2/4.3 70.418.2 113.0/5.4 39.0/7.1 66.3 /3.2 62.2/3.2 85.7/3.2 

Mecillinam 69.0/4.9 76.9/3.0 68.91 1.2 90.111.0 65.3/5.0 77.7/4.5 13.3/9.0 20.217.2 

Cloxacillin 84.4/3.1 75.9/4.2 81.71 12.3 89.2/10.3 81.0/4.0 89.6/3.8 63.4/2.4 77.612.4 

Dicloxacillin 65.510.9 74.313.7 69.2/0.9 96.3 16.3 54.9/3.1 82.2/1.7 38.317.4 75.7/7.4 

Cephalexin 58.4/5.7 55.315.5 65.6/8.8 67.416.9 63.8/15.5 64.5114.3 10.1/1.2 14.11 1.5 

Cephapirin 87.1/3.0 98.512.5 84.4/2.4 92.8/2.0 64.01 1.6 77 .6/1.5 62.4/5.5 88.1/5.2 

Ceftiofur 84.4/5.9 87.615.8 79.8/3.0 77.3/2.5 88.6/2.2 91.7/2.3 60.1/1.8 79.311.7 

Nalidixic acid 33.7/6.7 33.217.3 27.3/2.7 32.6/3.1 61.9/8.0 68.8/7.6 44.9/6.3 61.816.5 

PirOIl】idicacid 27.617.2 27.7/8.2 32.2/10.5 33.0/9.5 75.2/4.6 61.9/1.6 63.7/6.3 64.4/11.9 

Oxolinic acid 28.9/2.7 39.3110.1 43.6/4.3 46.8/6.7 60.7/5.1 84.9/5.8 38.81 10.9 68.917.2 

FIlul1equine 30.31 1.6 40.2/5.7 37.8/2.7 40.0/9.9 59.5112.7 66.4/12.7 83.915.9 95.712.8 

おranoxacin 58.9/4.8 32.1 113.6 38.0/15.9 25.2/6.9 55.0/10.2 45.1/9.7 45.9/9.5 40.8/9.9 

Orbi noxacin 42.2/4.3 54.1/4.0 61.3/5.7 53.7/4.9 49.513.3 72.5/3.2 40.0/3.1 73.8/3.1 

Trimelhoprim 79.6/3.2 97.0/2.7 78.314.3 82.2/3.8 59.4/1.2 80.41 1. 1 42.0/2.7 74212.6 

Ormetoprim 71.7/1.4 89.51 1.4 77.7/1.0 85.5/0.8 50.0/2.6 79.9/2.5 38.9/4.1 75.6/3.9 

Pyrimethamine 65.915.7 82.615.2 73.6/2.6 81.612.2 34.8/1.5 64.411.5 35.6/4.5 72.9/4.2 

Kitas釦nycin 57.8/1.8 57.514.2 69.3/4.2 67.1/3.7 45.017.3 51.3/6.6 46.7/8.1 61.717.2 

Tylosin 46.6/3.5 40.715.1 62.41 1.9 49.4/1.7 43.0/5.6 44.0/5.1 46.5/9.0 50.7/8.2 

Oleandomycin 77.519.0 100.8/8.0 86.4 /2.2 80.7/1.9 72.913.7 87.3/3.6 63.3/4.0 8J.2/3.8 

付lirosamicil】 73.9/2.2 87.0/2.1 85.21 1.6 80.91 1.4 55.612.9 84.612.8 50.0/5.1 81.7/4.7 

Josamycin 61.8/4.7 65.2/3.8 81.1/3.0 86.412.6 58.1/2.1 67.3/1.9 58.2/4.8 75.0/4.5 

Erylhromycin 28.9/48.3 47.2/46.9 15.1/8.7 34.6/7.1 1.3/8.1 63.0/9.4 37.9/13.1 55.2112.3 

Sul fadox ine 73.6/1.1 78.51 1.3 89.21 1.6 87.411.4 72113.9 91.7/3.7 45.2/2.5 80.1/2.4 

Sl.llfadimethoxine 82.1/9.7 85.1/9.0 70.8/1.9 86.4/1.6 54.413.0 85.3/2.8 40.1/4.2 78.8/ 3.9 

Sulfabenzam ide 52.8/2.9 75.4/7.5 75.412.2 90.71 1.9 29.6/9.1 88618.7 15.7/4.3 69.2/4.0 

Sulfadiazine 76.3/4.4 83.815.4 72.9/2.9 76.4/2.5 62.4 /2.4 82.9/2.4 37.4/4.7 81.6/4.6 

SlIJfamollomethoxine 76.0/3.6 82.8/3.3 76.7/3.5 80.8/3.1 53.1/8.9 89.1/8.6 35.8/4.7 76.7/4.6 

Sulfamelhoxypyridazine 55.5/2.8 72.912.9 64.0/4.0 72.213.5 48.7/5.3 88.1/5.1 32.9/2.2 78.412.0 

Sulfacetamide 78.8/6.7 97.4/6.7 87.21 1.9 96.0/1.6 49.8/17.0 110.2/10.4 23.4/3.0 9 I .412.8 

釦lfisozole 57.8/4.4 94.7/3.6 75.412.2 88.1/1.9 38.6/3.7 80.9/3.5 19.6/12.3 78.31 11.6 

SuJfathiazole 69.1/6.1 81.515.6 74.6/4.7 79.3/4.2 48.1/2.3 78.2/2.3 34.5/6.8 77.0/6.5 

Sulfisoxazo le 69.0/3.5 90.6/3.0 87.2/2.8 87.8/2.3 48.1/8.6 89.6/7.8 28.9/4.0 79.1/3.6 

Suifatroxazole 60.5/4.3 87.7/3.7 78.51 1.6 89.0/1.4 35.9/9.5 79.1/9.1 27.412.1 78.5/2.0 

Sulfaquilloxaline 66.9/3.2 67.1/4.1 72.01 10.2 76.1/8.7 53.8/1.4 77.6/1.4 38.0/1.2 64.3/4.9 

Suifamerazine 74.4/4.2 86.21 1.2 72.7/2.3 86.5/2.0 57.0/2.4 85.7/2.3 34.0/3.6 78.213.4 

Sul fadim idine 70.312.2 83.6/2.4 73.311.8 77.61 1.5 54.9/2.1 86.1/2.0 33.2/7.2 82.8/7.0 

Sulfisomidine 66.0/4.7 85.015.2 74.1/1.4 88.2/1.2 52.313.0 77.1/3.1 36.7/4.4 83.1/4.3 

SuJfapyridine 65.514.1 82.6/4.8 72.6/2.6 76.1/2.2 63.0/3.3 85.0/3.2 37.5/6.5 79.3/6.1 

釦ifamcthoxazole 66.6/3.7 88.6/3.6 73.41 1.1 82.1/0.9 38.2/5.9 73.815.6 29.1/3.7 77.9/3.5 

Sulfamethizole 56.9/3.7 70.8/4.6 69.511.8 78.1/1.5 41.6/3.7 79.313.6 27.7/9.9 82.0/9.5 

Sulfanitran 55.6/2.1 77.7/3.8 76.1/4.1 85.3/3.6 47.5/8.5 103.8/8.5 20.317 .4 66.817.5 

Sul fachloropyridazine 60.2/4.4 81.7/4.3 59.5/3.7 69.6/3.1 37.4 /6.0 78.6/5.8 27.5/2.1 76.3 11.9 

SuifabroJ110melhazine 66.2/3.6 73.413.6 74.4/2.5 75.4/2.1 63.6/5.2 83.2/5.0 37.4/4.4 80.0/4.2 

Fenbendazole 49.9/6.2 84.0/4.1 55.1/7.0 87β/6.1 20.91 11.0 37.2/10.0 26.715.4 37.615.5 

Oxfendazole 89.91 1.6 91.512.4 83.81 1.2 87.5/1.0 70.2/0.5 93.5/0.5 52.4/3.4 82.6/3.2 

OxfendazoJe slllfone 80.7/2.6 86.3/3.4 80.8/ 1.3 84.5/1.1 68.5/2. I 89.1/2.0 50.8/3.1 82.113.0 

Praziqll加llel 71.2 /3.4 82.6/3.4 84.8/1.2 92.211.0 66.9/3.6 81.913.4 50.4/3.2 83.3/3.1 

添加濃度:0.0 I ~Iglg， 11=3 ・・不検出
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表4 9食品の添加回収試験結果 (牛肉，鶏卵，レバー，ウナギ蒲焼き)，続き
牛肉 鶏卵 レバー ウナギ簿焼き

成分 平均(%)/ RSD(%) 平均(%)/ RSD(%) 平均(%)/ RSD(%) 平均(%)1RSD(%) 

絶対 マトリックス 絶対 マトリックス 絶対 マトリックス 絶対 マトリックス

Morantel 82.51 1.5 90.5/1.7 94.1/1.1 79.5/1.6 80.9/2.0 81.7 11.9 65.915.9 77.4/4.7 

Flubendazole 79.3/2.0 86.9/3.4 76.516.0 79.0/5.2 61.5/1.7 90.9/1.7 57.6/3.6 77.8/3.4 

Oxit淀川lazole 73.4/1.6 86.4/1.4 68.5 17.4 73.1/6.3 52.813.9 82.2/3.7 45.61 1.6 85.2/1.5 

T riclabendazo le 20.6/19.5 56.2118.4 19.4/5.7 23.7/4.9 8.1/35.0 14.0/28.6 14.415.7 27.4/4.9 

Triclabendazole Oxon 27.4117.0 69.5/14.7 28.1/8.2 46.83!7 .3 6.7/26.4 17.5/21.8 23.8/21.8 51.4119.6 

Thiabendazole 108.0/2.3 106.3 /2.3 89.5/1.0 95.0/0.9 50.7/2.9 76.2/2.7 41.0/4.6 81.0/4.4 

5・Hydroxythiabendazole 73.2/2.8 78.7/2.8 87.9/2.5 93.1/2.2 57.9/0.9 86.3/0.8 38.5/2.5 77.9/2.3 

Mebend凶zole 77.3/3.8 89.8/4.1 76.6/3.2 79.4/2.8 60.9/4.0 89.6/3.9 45.9/2.4 73.3/2.3 

Lebamisole 83.2/2.1 93.1/4.3 86.8/0.5 80.8/0.4 80.711.6 87.5/1.5 50.01 10.5 62.6/9.9 

Metronidazole 75.515.1 92.315.5 74.1/3.8 87.1/3.3 53.9/2.2 86.1/2.2 30.1/1.3 55.4/ 1.2 

Dimetridazole 47.9/4.3 83.0/4.3 54.8/3.5 90.8/3.2 51.8/1.7 115.3/0.8 41.417.0 148.017.0 

Ronidazole 81.7/3.4 98.3/3.4 79.8/5.3 85.8/4.6 61.5/4.0 80.514.0 46.0/5.3 85.0/5.1 

。iaveridine 73.514.8 92.4/4.3 80.9/3.7 83.313.2 49.7/6.1 86.8/5.9 39.4/4.5 73.6/4.2 

Clopidol 61.5/1.6 102.0/1.6 82.7/0.3 94.9/0.3 42.815.4 82.315.1 25.6/7.7 73.517.2 

Benzocaine 62.6/6.1 75.1 13.9 70.0/2.6 106.7/2.1 56.3 / 1. I 117.0/1.8 33.612.0 136.7/1.9 

Azaperone 112.7/2.9 102.0/2.1 112.3/3.3 75.1/2.8 25.2 / 26.0 22.1 / 11.0 65.2/3.9 82.9/3.8 

Brotizolam 75.3/4.0 82.2/7.0 85.1/6.1 87.0/5.3 70.5/4.1 85.813.9 60.6/6.5 82.0/6.4 

Mafoprazine 78.9/4.0 90.7/4.0 84.0/1.1 83.7/0.9 57.113.7 86.6/3.5 47.413.6 79.7/3.4 

Xylazine 89.4/1.9 94.9/2.0 88.3/1.1 86.3/0.9 76.7/4.7 80.8/4.5 67.2/4.4 81.214.1 

Tolfenamic Acid 8.8/31.5 33.9/32.1 16.8/32.8 34.9/27.8 11.2/16.1 33.0/16.3 5.9122.0 33.2/20.0 

Meloxicam 72.8/5.1 84.1 13.9 75.1/0.7 82.9/0.67 77.3/3.3 96.4/3.5 56.5/3.8 82.8/3.6 

Ketoprofen 56.9/0.8 75.9/1.3 74.5/8.7 78.615.6 42.2129 77.1/4.7 32.8/9.8 69.7/9.7 

Carprofen 18.01 I J1 53.9/12.1 30.7/13.J 60.0 II J.3 14.6/6.0 47.0/5.4 15.5/23.5 42.7/23.2 

FIlU1ixin 57.017.4 77.3/8.5 62.1/1.6 68.3/1.3 61.6/3.5 84.2/3.3 49.1/4.9 79.7/4.7 

Hydrocortisone 111.0/3.2 97.8/3.9 78.5/2.8 85.2/2.4 53.319.3 99.9/8.0 35.7/6.0 82.0/6.0 

Methylprednisolone 68.3/1.1 85.2/2.9 77.2/4.3 81.213.7 55.9/4.0 86.0/4.0 41.7/7.0 66.117.0 

P redn iso lone 66.8/ 1.5 83.7/1.5 79.81 1.4 85.2/ 1.2 55.2/5.3 96.915.2 34.7/3.0 72.413.0 

Betamethasone 66.6/0.4 82.510.5 79.2/8.1 87.7/6.9 50.4/1.1 92.2/1.1 44.1/4.4 70.6/4.3 

Dexamethasone 67.8/0.2 83.5/1.0 79.717.5 87.5/6.4 50.9/3.4 92.5/3.3 45.0/5.0 71.7/4.8 

Altrenogest 43.4/2.9 65.1 /3.2 51.8/10.5 63.9/8.4 46.5/4.3 64.9/5.8 44.8/10.4 73.5/7.8 

Norgestomet 59.1/4.0 8 I .3 14.0 65.0/8.7 99.617 .5 46.6/3.8 86.8/3.8 38.0/2.3 65.5/2.3 

Chlormadinone 47.6/3.2 73.1/3.2 56.618.1 80.6/7.2 39.3/5.3 74.2/5.2 26.1/6.5 46.3/6.6 

α. s-Tren凶lone 49.0/2.5 73.513.2 68.2/8.0 82.7/7.0 60.2/7.4 74.4/7.3 48.4/7.4 89.7/8.3 

Clostebol 51.9/3.1 74.2/5.1 66.8/4.8 96.214.5 42.1/2.0 78.9/2.0 35.5/8.2 70.9/7.6 

Melengestrol acetate 51.3/4.2 72.1/4.4 64.9/1.9 8 1.5 / 1.6 442/3.3 80.4/3.2 31.1/10.9 55.4 / 10.3 

Virginial11ycin 75.3/3.6 75.2/3.0 98.1/8.7 88.317.1 103.1/11.1 76.7/11.1 82.6/9.3 94.4/9.2 

Novobiocin 57219.7 78.0/9.0 62.8/4.9 75.113.9 52.7/5.8 74.8/5.1 53.9/3.8 76213.8 

Tiamulin Fumarate 87.2/2.2 92.8/3.6 99.4 / 5.2 65.2/4.4 98.31 1.9 86.4/1.7 78.4/4.9 89.5/4.7 

しincomycin 64.1/4.4 88.8/2.6 74.5/2.7 81.7/2.3 6 1.2/0.8 82.6/0.7 15.1/21.5 28.31 18.4 

Clenbuterol 745/1.8 98.3/3.4 74.0/5.6 77.2/4.9 53.3/3.5 83.3/3.4 40.3/3.2 85.3/3.2 

付lenbutone 61.3/0.8 78.8/1.4 72.8/2.8 76.812.4 4 I .9/4.1 67.4/4.1 36.0/3.2 66.9/3.1 

T ripelennamine 93.1/4.0 92.214.3 103.4 16.3 66.0/5.4 83.215.6 76.715.3 72.5/4.9 75.1/4.6 

Famphur 61.9/1.2 82.5/1.1 77.9/3.1 83.2/2.7 57.3/6.0 102.415.9 29.711.5 79.211.5 

Priliniwn 84.1 15.5 100.2/6.4 122.3 / 1.7 77.4/1.5 102.4/4.8 83.9/4.7 88.9/3.6 78.013.5 

Ethopabate 70.4/0.4 88.3/0.6 85.4/1.1 96.21 1.0 56.4 / 2.3 101.4/2.3 30.9/3.2 85.4 /3.1 

Tetracycline 59.0/3.5 32.6/4.9 33.4/6.2 28.3/8.2 80.3/3.0 92.4174.0 76.9/2.2 55.7/3.6 

Doxycycline 59.612.7 45.4/4.7 -1・ -/・ -1- -/・ -1- -/・

Oxytetracycline 60.0/2.0 34.1/8.3 47.5/2.7 29.8/3.8 83.0/6.8 60.6/1.4 114.017.4 91.0/0.2 

Ch lort et racycl ine 42.2/3.2 28.5/12.8 35.5/5.4 28.0/6.5 81.5/2.7 186.2/96.8 70.1/10.7 50.2/2.9 

添加濃度:0.0 1 ~Iglg， n=3 ・・不検出
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まとめ

動物用医薬品の固相抽出やリン脂質のクリー

ンアップについて，数種の固相カラムを用いて

比較検討を行ったところ， Oasis HLB と

MonoSpinTiOを併用した場合に最も良好な結果

が得られた。

9食品の添加回収試験(添加濃度:0.0 1 ~lg/g) 

では，鶏肉，豚肉，牛肉，エビ，鶏卵，牛乳で

良好な結果が得られた。サケ，レバー， ウナギ

蒲焼きは，マトリックス添加検量線を用いるこ

とで回収率を改善することができた。

リン脂質の除去は， 畜水産物中の多様な動物

用医薬品の一斉分析において効果的であり ，一

律基準レベノレの分析を可能とした。本法は簡便

で十分な感度と精度が得られることからスクリ

ーニング法として実用性が高いと考えられる。

参考文献

1) 厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知 :

食品に残留する農薬，飼料添加物文は動物用

医薬品の成分である物質の試験法について

(平成 17年 l月 24日食安発第 0124001号)， 

fHPLCによる動物用医薬品等の一斉試験法

皿 (畜水産物)J . 

2) 甲斐茂美他 :高速液体クロマ トグラフィー/

タンデム質量分析法による畜水産物中動物用

医薬品スクリーニング分析法，分析化学， 56， 

12， 2007. 1105・1113.

3) 野口昭一郎他:しC-MS/MSを用いた畜水産

物中の残留動物用医薬品の一斉分析法，食品

衛生学雑誌， 49， 3， 2008， 177・188.

4) 梶田弘子他:LC-MS/MSによる畜水産食品

中の動物用医薬品一斉分析，食品衛生学雑誌，

49， 6， 2008， 381・389.
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サイクリン系抗生物質を含めた動物用医薬品

一斉分析の検討，食品衛生学雑誌， 50，5，2009，
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6) 吉田絵美子他 :加工食品中の動物用医薬品

迅速一斉試験法の検討，食品衛生学雑誌，52， 

1，2011，59-65. 

7) 太田彦人他:含リンアミノ酸系除草剤の分

析前処理用Ti02コーティングモノリススピン

カラムの開発，日本法科学技術学会，第 14回

学術集会講演要旨集， 2008. 

8) Takeshi Saito， et al. : Mix-mode TiO・CI8

Monolith Spin COIUlUll Extraction and GC・MS

for the Simultaneous Assay of Organophosphorus 

Compounds and Glufosinate， and Glyphosate in 

Human Serum and Urine， AL YTICAL 

SCIENCES， 27， 10， 2011， 999・1005.

9) 渡辺大助他:ジノレコニアカートリッジを用

いた生体試料中含リンアミノ酸類の濃縮悶相

抽出法の開発，日本法科学技術学会，第 15回

学術集会講演要旨集，2009. 

10) 前回尚之他:LC-MS/MSを用いたラット仙積

器中ステロイド‘ホノレモンおよびそのグノレクロ

ン駿抱合体の同|時分析，日本質量分析学会，

第 58回質量分析総合討論会要旨集， 2010. 
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LC-MS/MSを用いたハチミツ中の動物用医薬品一斉分析法の検討

松測l亜希子 松田恵理子

ハチミツ中の動物用医薬品 80成分について， LC・MSfMSによる一斉分析法を検討した。ハチミツを

100倍に希釈し，精密ろ過膜を用いてろ過する方法(以下，希釈法)と，ポリマー系カラム (OasisHLB) 

を用いて閤相抽出する方法(以下，固相抽出法)の2法について比較検討した。

希釈法により添加回収試験(添加濃度:0.02及び 0.1μg/g，各 n=3) を実施したと ころ，低濃度では

53成分，高濃度では 66成分で良好な結果(回収率 50.-...-120%，相対標準偏差(以下， RSD) 15%以下)

が得られた。低濃度では，爽雑物の影斡を受けやすく，成分によっては良好な結果が得られないもの

もあった。

回相抽出法により，添加回収試験(添加濃度:0.001 Ilg/g， 0=3) を行ったところ， 73成分で良好な

結果であった。間相抽出法を用いることで，一律基準及び不検出レベノレに耐えうる十分な感度と精度

を満たすことができ，スクリーニング法としての有用性が得られた。

1. はじめに

ノ、チミツは， ミツバチが植物の花蜜等からっ

くりだす天然の甘味物質であり，腐そ病やパロ

ア病等のミツバチの疾，病に使われる動物用医薬

品の残留が懸念、されている。ハチミツの囲内自

給率は 10%未満であり，流通品の大部分は中国，

カナダ，アルゼンチン等からの輸入品である。

検疫所のモニタリング検査では，ハチミツやそ

の加工品から，動物用医薬品の検出事例が報告

されているに

ハチミツの場合，基準値が設定されている動

物用医薬品の数が少なく，それらの基準値が極

めて低い。また， これまで検出事例のあったも

のが数種であることから，ハチミツの分析法は

測定対象物質を限定的に絞り込んだ も

のが多く 24}，多種類を対象とした低濃度レベ

ノレにおける一斉分析法の検討は非常に少なし、。

そこで今回，LC-MS/MSを用い，簡便かつ迅速

で低濃度レベルに対応できる動物用医薬品一斉

分析法を検討した。

2. 実験方法

2. 1 試料

秋田県内で販売されているハチミツを用いた。

2. 2 対象動物用医薬品

表 lに示した， 動物用医薬品 80成分(抗生物

質 14，合成抗菌剤 32，布:生虫駆除剤 13，抗炎

旋薬 6，ホノレモン邦J5，その他医薬品等 10) を

対象とした。

2. 3 試薬等

標準品は以下のメーカーの製品を用いた。

関東化学，林純薬工業，和光純薬工業，

Dr.Ehrenstorfer， LKT Laboratories， MP Bio 

medicals， Riedel-de Haen， Sigma Aidrich， 

AcuuStandard， ALEXIS，川崎三鷹製薬，テパ製

薬，武田シェリング ・プラウ ・アニマノレヘノレス，

インターベット，コーキン化学。

熔媒は，関東化学製のアセトニトリノレ，メタ

ノーノレ，水(いずれも LC-MS用)，和光純薬工

業製のジメチノレホノレムアミド(特級) ，ギ酸

(LC-MS用)を用いた。

標準原被及び混合標準溶液は次の方法で調製

した。各標準品の溶解性に応じ，メタノーノレ，

アセトニトリノレ，水， ジメチノレホノレムアミドを

用いて溶解し 500同/mLの標準原液を調製し

た。これらの各標準原被を混合し l陀/mLとな

るようにアセトニトリノレで、調製し，混合標準液

とした。

精製カラムは，精密ろ過膜は Whatman社製

AnotoplO (孔径 0.02μm)，ポリマ一系(ジビニ

ノレベンゼン・N・ピニノレピロリドン共重合体)カラ

ムは Waters社製の OasisHLB (60 mg/ 3cc) を

用いた。
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表1 対象動物用医薬品およびイオン化最適条件

RT'I 
Precursor Product 

DP・2 CE・3 CXP叫
成 分 lon lon 

(min) 
(mlz) (m々 ) (v) (V) (v) 

Benあr1penicillin 21.6 335.2 217.0 III 21 14 

Oxacillin 23.1 402.2 160.1 61 19 10 

Nafcillin 24.0 415.3 199.2 81 19 12 

Cloxacillin 23.0 435.9 178.0 126 35 12 

DicloxaciUin 23.5 470.2 212.1 61 45 14 

Cephalexin 15.3 348.1 158.1 61 15 10 

Ceftiofur 20.4 524.2 241.1 76 25 16 

NaLidixic acid 21.6 233.2 215.2 46 23 14 

Piromidic acid 23.2 289.2 243.2 61 43 16 

Oxolinic acid 20.0 262.2 216.1 61 41 14 

Flumequine 21.8 262.2 202.2 61 45 12 

Saratlo xac in 16.3 386.1 342.2 86 27 10 

OrbitloxaciJl 15.9 396.1 352.2 91 27 10 

Trimethoprim 14.0 291.1 230.1 86 33 16 

Orrnetoprim 15.0 275.1 259.1 86 37 18 

Pyl初、ethamine 17.8 249.1 233.0 111 39 16 

K比asamycin 20.2 772.4 109.3 111 61 6 

Oleandomycin 19.3 688.4 544.4 76 23 18 

Mirosamicin 19.0 728.4 116.1 101 67 10 

Josamycin 21.0 828.6 174.0 131 47 12 

Erythromycin 20.2 734.5 158.2 96 43 10 

Sulぬdoxine 17.6 311.2 155.9 71 27 10 

Su Lfad imethoxine 19.3 311.2 156.1 76 31 10 

Sul白benzamide 18.2 277.1 156.0 71 19 10 

SlIlぬdiazine 12.4 251.1 155.9 66 23 10 

Sulぬrnonomethoxine 17.4 281.2 156.0 66 25 10 

Slllぬn花tho冷'pyridazine 16.3 281.2 155.9 61 25 10 

SlILfacetamide 9.7 215.0 156.0 61 15 10 

SlI Lfisozo le 14.8 240.0 156.0 66 21 10 

SlIlぬthiazole 13.4 256.1 155.9 56 23 10 

SlIlfisoxazole 17.5 268.1 113.1 61 23 8 

SlI ifatroxazo le 17.1 268.1 108.2 76 37 6 

Slllfaquinoxaline 19.7 301.2 156.0 71 25 10 

Sllifa問 raziJle 14.6 265.1 155.9 66 25 10 

S1I1fadimidine 16.1 279.1 186.0 71 25 14 

SuLfisomidine 12.2 279.1 124.0 56 31 8 

SlIlfapyrid ine 13.8 250.1 156.1 56 23 10 

SlI ifamethoxazole 17.0 254.1 156.0 61 23 10 

Sulぬηmethizole 15.8 271.1 156.0 51 21 10 

SlIlfanitran 21.3 336.2 156.1 76 19 10 

什 Retentiontime勺 Oechβteringpotential勺 CollisionEnergy叫 Collisioncell exit potential 
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表1 対象動物用医薬品およびイオン化最適条件，続き

RT・1 PreclIrsor Prodllct DP・2 CE勺 CXP叫
成 分 lon lon 

(min) (mlz) (m々 ) (v) (v) (v) 

Sulぬchloropyridazine 16.9 285.1 155.9 61 23 10 

Su ifabro1110 n制hazine 21.4 359.0 92.1 76 49 6 

Fenbendazole 24.0 300.1 268.1 81 31 18 

Oxfendazole 20.6 316.1 159.0 86 47 10 

Oxfendazole sul代)Ile 20.9 332.1 300.1 91 31 20 

Praziquantel 23.7 313.2 203.1 91 25 14 

Morantel 15.8 221.1 123.0 66 47 8 

Flubendazole 22.7 314.1 282.1 86 31 20 

。xibendazole 19.7 250.1 218.1 86 27 16 

Triclabendazo le 26.1 358.9 344.0 101 37 10 

Triclabendazole Oxon 25.0 329.0 167.9 101 43 12 

Mebendazole 22.3 296.1 264.1 81 31 18 

Metronidazole 11.2 172.1 128.0 61 21 10 

Dil11etrid azo le 12.8 142.0 96.1 61 23 6 

Ronidazole 11.7 201.1 140.0 51 17 10 

Clopidol 14.9 192.0 101.0 86 39 6 

Benzocaine 20.3 166.0 138.0 61 21 10 

Azaperone 16.0 328.1 165.0 81 31 10 

Brotizolam 22.9 392.9 314.0 101 33 8 

Mafoprazine 17.6 402.2 193.1 86 41 14 

Xylazine 15.7 221.1 90.1 66 33 6 

TolぬnamicAcid 26.7 262.1 209.1 46 39 14 

Meloxical11 23.7 352.0 115.0 71 27 8 

Ketoprofen 23.3 255.2 209.1 76 19 14 

Carprofen 24.9 274.1 228.0 61 21 16 

Flunixin 25.3 297.1 264.0 86 47 18 

Dexan1ethasone 22.7 393.2 373.2 71 13 10 

Altrenogest 24.9 311.2 227.2 96 35 16 

Norgestol11et 24.5 373.2 313.2 86 19 8 

Ch lonnad inone 25.1 405.2 345.1 81 19 10 

Clostebol 24.8 323.2 143.0 81 35 10 

Melengestrol acetate 25.3 397.2 337.3 76 21 10 

Virg in ial11ycin 22.8 526.3 337.1 101 31 10 

Tial11ulin Fumarate 19.8 494.4 192.1 81 29 14 

Clenbuterol 15.9 277.1 203.0 61 25 14 

Menbutone 23.1 259.1 159.0 51 15 10 

Tripelennal11ine 17.1 256.2 211.2 46 21 14 

Fal11phur 22.4 326.0 93.0 76 43 6 

Prifiniul11 19.3 306.2 86.1 56 37 4 

Ethopabate 20.8 238.1 206.0 46 17 14 

什 Retentiontime勺 Declusteringpotential勺 CollisionEnergy吋 Collisioncell exit potent ial 
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2. 4 装置

高速液体クロマ トグラフは AgiJentTechnologies社製

Agilentl1 00，質量分析装置は ABSciex社製

API4000，遠心分離機は久保悶製作所製

KU80TA 8850を用いた。

2. 5 LCおよびMS条件
分析カラムは， Atlantis T3 (2.1 mm i.d X 150mm， 

粒子径 3川1，Waters社製)を使用した。移動相

は A液 0.05%ギ酸水溶液，8液 0.05%ギ酸/ア

セトニトリノレを用い，グラジエン 卜条件をomin 
(B : 5%)→2 min (8: 20%)→6 min (8: 20 

%)→22 min (8 : 95%)→30 min (8: 95%) 

→30.1 min (8 : 5%)→40 min (8 : 5%) とし

た。カラム楓度は 400C，流速は 0.2mLlmin，注

入量は 10μLとした。

イオン化法はエレクトロスプレーイオン化法

ポジティプモード (ESJPositive) ，分析モード

は MultipleReaction Monitoring (MRM)とした。

イオンスプレー電庄は 5.5kV，イオン椋瓶度は

500
0
Cとした。

MRM条件は，50，..._.100ng/mLの範囲で調製し

た各動物用医薬品の標準溶液をシリンジポンプ

を用いて直接 MS/MSに注入し，自動最適化より

決定した。 自動最適化の結果，感度が最も良好

であったイオンを選択し，定量用イオンに用い

た(表 1)。

2. 6 検量線の作成

検量線は，絶対検量線とし， 0， 0.0 1， 0.05， 

0.1， 1， 10， 20 ng/mしの濃度で作成し，全ての

成分について 0.01，0.05， 0.1 ，..._.20 ng/mしの範囲

で良好な直線性 (r= 0.999以上)が得られた。

2. 7 検出限界および定量限界

検出限界及び定量限界は，標準液 (0.01，0.05， 

0.1， 0.5， 1 ng!mL) を測定し，ピークの SIN比

3以上の濃度を検出限界， 10以上の濃度を定量

限界とした。表 2に各試験法の希釈倍率に換算

した試料あたりの検出限界 (ng/g)，定量限界

(ng/g) を示す。

2. 8 試料液の調製

2.8. 1希釈法

試料2.0gを50mLポリプロピレン製遠沈管に

量り採り，メタノーノレ 18mしを加え， 30分間振

とうした。振とう後，遠心分離 (3000rpm， 5min) 

を行い，上清を 20mLメスフラスコに移し，水

で定容した。定容した液 1.0mLを 10mLメスフ

ラスコに分取し， 50%メタノーノレ溶液で・定容し

た。これを Anotop10でろ過し，試験液とした。

2. 8. 2 固相抽出法

試料2.0gを50mLポリプロピレン製遠沈管に

fE-り採り ，水 20mLを加えて，超音波抽出を 10

分間行った。

Oasis HLBにメタノーノレ 5mし水 5mLを順

次注入しコンディショニングを行った後，先の

抽出液を金量負荷し，流出液を捨てた。次に水

20 mLを注入してカラムを洗浄後，カラムを遠

心分離 (3000rpm， 10 min)し，水を完全に除去

した。このカラムにメタノーノレ 5mしを注入し，

溶出液をガラス試験管に採取した。次に窒素気

流下でメタノーノレを除去し， 20%メタノーノレ溶

液 2mLを正確に加えて溶解し，これを試験液と

した。

3 結果および考察

3. 1 希釈法

ハチミツが しC-MS/MS測定の妨害となる脂肪

を含まずの，またタンパク質の含有量も少ない

こと ，さらに操作の削使 ・迅速性を考慮し，試

料をメタノーノレで抽出後， 50% メタノ ~Jレ漆液

で希釈した液を精密ろ過JI莫でろ過する方法 6)を

検討することにした。 ろ過膜の目詰まりや~雑

物の影響を防ぐため，希釈倍率を 100倍とした。

ハチミツに，試料あたり 0.02(低濃度) およ

び 0.1 (高濃度)μg/gとなるよ うに混合標準液

を添加し， 2.8.1により試験液を調製し，添加回

収試験を実施した。結果を表 2，3に示す。回収

率 50，..._.120%， RSDI5%以下を満たした成分が，

低濃度で 53成分，高濃度で 66成分であり，高

濃度では概ね良好な結果が得られた。低濃度で

は，高濃度に比べ RSDI5%を超えてバラツキが

大きい成分が多く，またキタサマイシン，ジョ

サマイシン等の検出できない成分もあった。

3. 2 固相抽出法

先の精密ろ過膜を使用した方法では概ね良好

な結果が得られたが，希釈倍率が高く ，試料量



－87－

秋岡県臨賜蹟センタ一年報第7号 2011

表2 希釈法および固相抽出法の添加回収試験結果
希釈j去 国相抽出法

成 分
添加濃度 (μrJg) 添加濃度 UlrJg)

LOO*3 LOQ・aマ し00 しOQ
0.02 0.1 0.001 

(μgjg) (μgjg) (μgjg) Ulgjg) 
平均 1 RSO勺 平均 RSO 平均 RSO 

Benzy Ipen icillin 57.6 13.5 86.6 27.6 0.01 0.1 75.8 5.4 0.0001 0.001 

Oxacillin 98.5 13.0 93.3 9.2 0.001 0.005 100.8 3.9 0.00001 0.00005 

Nafcillio 95.2 5.3 96.0 4.5 0.001 0.005 99.5 2.5 0.00001 0.00005 

Clo淘 ciJlin 74.2 36.9 107.2 25.2 0.001 0.005 99.1 7.7 0.00001 0.00005 

Oicloxacillin 99.7 8.5 88.8 6.5 0.01 0.1 90.7 7.5 0.0001 0.001 

Cephalexin 120.3 29.6 120.7 3.7 0.001 0.005 57.9 7.2 0.00001 0.00005 

Ceftiofur 110.3 37.8 122.4 44.2 0.001 0.005 101.6 6.5 0.00001 0.00005 

NaLidi沿cacid 94.5 8.3 95.5 1.8 0.01 0.1 92.8 8.3 0.0001 0.001 

Piromidic acid 94.0 3.3 84.9 4.0 0.001 0.005 95.9 4.0 0.00001 0.00005 

Oxolinic acid 89.0 4.5 78.7 5.0 0.01 0.1 64.6 5.9 0.0001 0.001 

Flun可equine 66.2 11.7 76.4 0.3 0.001 0.001 71.0 6.2 0.00001 0.00001 

Sarafloxacin 119.7 6.0 9トO 16.6 0.01 0.1 99.4 11.9 0.0001 0.001 

Orbitloxacin 78.2 22.3 106.0 7.5 0.005 0.01 80.4 4.6 0.00005 0.0001 

Trimethoprim 140.5 9.6 136.3 6.3 0.001 0.005 101.3 2.1 0.00001 0.00005 

Onnetoprim 118.7 8.2 127.7 0.9 0.001 0.001 88.2 3.9 0.00001 0.00001 

PYlirnethamine 119.2 7.1 105.5 10.7 0.001 0.005 89.7 0.9 0.00001 0.00005 

Kitasamycin *5 72.4 12.5 0.001 0.001 110.3 2.3 0.00001 0.00001 

Oleandomycin 104.0 22.5 110.4 8.8 0.001 0.001 119.0 2.2 0.00001 0.00001 

Mirosamicin 115.8 5.0 99.8 4.5 0.001 0.005 118.7 3.4 0.00001 0.00005 

Josamycin 130.5 35.2 0.001 0.001 100.2 7.0 0.00001 0.00001 

Erythromycin 90.8 16.3 94.4 4.5 0.001 0.001 57.4 3.7 0.00001 0.00001 

Sulfadoxine 94.7 3.1 97.5 3.3 0.001 0.001 86.2 3.5 0.00001 0.00001 

Su lfad irnethoxine 97.7 10.9 100.4 3.7 0.001 0.001 94.6 4.0 0.00001 0.00001 

Sulfabenzamide 107.3 6.9 105.6 5.9 0.001 0.001 74.4 5.4 0.00001 0.00001 

S u Lfad iazin e 109.2 4.4 98.4 1.9 0.001 0.005 83.4 2.7 0.00001 0.00005 

SlIlfamonomethoxine 95.2 6.8 92.9 5.0 0.001 0.001 88.1 4.3 0.00001 0.00001 

SlIlfamethoxy py ridazi 114.8 8.2 98.0 3.3 0.001 0.001 87.9 4.0 0.00001 0.00001 

Su lfacetamide 103.0 15.3 102.4 15.6 0.001 0.005 68.1 2.2 0.00001 0.00005 

SlIltisozole 81.8 34.6 96.1 5.5 0.005 0.01 67.4 5.4 0.00005 0.0001 

Sulぬthiazole 88.8 20.4 104.4 7.7 0.005 0.01 76.8 1.5 0.00005 0.0001 

Sulfiso泌zole 111.0 21.7 100.2 3.5 0.001 0.005 87.0 5.9 0.00001 0.00005 

Suifatroxazole 102.0 2.1 100.4 2.3 0.001 0.005 88.7 1.8 0.00001 0.00005 

Su lfaq uinoxaline 127.3 8.7 100.2 15.3 0.001 0.001 87.0 3.3 0.00001 0.00001 

Su ifamerazine 97.7 9.8 91.5 4.2 0.001 0.001 86.6 3.2 0.00001 0.00001 

Su Lfad imid ine 105.7 7.2 81.0 3.1 0.001 0.005 94.6 4.3 0.00001 0.00005 

Sulfisomidine 108.0 11.6 104.1 7.2 0.001 0.001 80.9 3.4 0.00001 0.00001 

Su Lfapyrid ine 76.3 26.2 101.1 13.8 0.001 0.001 80.4 0.3 0.00001 0.00001 

Su ifarnethoxazo le 100.2 4.2 104.2 5.6 0.001 0.005 91.3 3.8 0.00001 0.00005 

SlIlfarnethizole 84.0 14.3 82.1 4.5 0.001 0.001 87.9 0.4 0.00001 0.00001 

Sulfanitran 145.0 8.8 109.7 14.5 0.001 0.005 35.6 7.5 0.00001 0.00005 

川 11"'3の平1均値(%)勺Relalivestandard deviation (%)・ 4目対標準偏差(0/0)勺LiruilOfDelCCIIOlJ (SfN主主3) 検出限界(各法の希釈倍率に

換算したf症を掲載) 句 Linitofquantification (SfNミ10) 定盤限界(各訟の希釈倍率に換算した{也を掲鍛) 行 ー :不検出
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表2 希釈法および固相抽出法の添加回収試験結果，続き
希釈法 国栂抽出法

成 分
添加濃度 (μgjg)

し00"3 しOQ'4
添加濃度 (μgjg)

し00 LOQ 
0.02 0.1 0.001 

(μgjg) (μgjg) (μgjg) (μgjg) 

平均 ' RSO‘2 平均 lミSO 平均 RSO 

SUI fach loropyridazinc 96.0 9.4 101.6 5.7 0.001 0.005 83.3 2.6 0.00001 0.00005 

Suifabromoll1cthazinc 93.0 16.0 92.5 10.6 0.001 0.005 97.0 2.3 0.00001 0.00005 

Fenbendazole 99.8 8.0 104.7 1.1 0.005 0.01 84.6 2.9 0.00005 0.0001 

0治 ndazole 100.5 14.3 89.2 11.7 0.001 0.001 106.0 1.6 0.00001 0.00001 

Oxfcndazole sulfonc 108.5 2.9 96.1 0.5 0.001 0.005 96.6 0.6 0.00001 0.00005 

Praziquantel 103.2 7.6 101.8 5.3 0.001 0.005 106.3 1.1 0.00001 0.00005 

Morantel 115.7 3.9 130.0 6.0 0.01 0.1 124.3 1.9 0.0001 0.001 

Flubendazole 86.5 2.5 92.6 6.8 0.001 0.005 102.0 1.7 0.00001 0.00005 

。xibendazole 98.3 15.0 109.7 3.2 0.005 0.01 91.7 1.9 0.00005 0.0001 

TricIabendazoJe 78.7 16.5 88.5 4.4 0.001 0.005 27.9 8.5 0.00001 0.00005 

Triclabendazole Oxon 87.3 8.7 103.3 7.4 0.001 0.005 65.0 5.1 0.00001 0.00005 

Mebendazole 102.8 6.6 95.2 5.4 0.005 0.01 101.3 2.3 0.00005 0.0001 

M etro n id azo le 104.3 15.6 116.0 7.4 0.005 0.01 86.6 1.3 0.00005 0.0001 

Dimetridazole 98.5 1.8 100.9 11.0 0.01 0.05 79.6 5.1 0.0001 0.0005 

Ronidazole 109.0 14.8 103.3 3.0 0.001 0.001 83.2 4.2 0.00001 0.00001 

Clopidol 43.3 40.4 95.7 9.5 0.005 0.01 74.1 4.1 0.00005 0.0001 

Benzocaine 87.0 1.1 95.4 3.9 0.005 0.01 85.0 3.4 0.00005 0.0001 

Azaperone 104.0 8.8 105.5 8.3 0.001 0.005 96.8 8.5 0.00001 0.00005 

Brotizolam 96.8 10.1 92.2 2.5 0.001 0.001 111.3 6.4 0.00001 0.00001 

Mafiコprazine 121.8 6.2 126.7 4.6 0.001 0.001 90.6 2.0 0.00001 0.00001 

Xylazine 112.8 10.7 116.0 6.0 0.001 0.005 133.0 3.4 0.00001 0.00005 

Tolfenamic Acid 78.3 15.8 106.3 10.6 0.001 0.005 43.9 12.4 0.00001 0.00005 

Meloxicam 102.8 3.6 92.9 1.8 0.001 0.001 100.4 3.5 0.00001 0.00001 

Ketoprofen 68.2 23.2 96.0 3.6 0.001 0.005 102.3 2.5 0.0000 I 0.00005 

Carprofen '5 64.4 28.4 0.01 0.05 72.2 4.6 0.0001 0.0005 

Fluniポn 93.7 6.1 92.9 4.6 0.001 0.005 103.4 4.4 0.00001 0.00005 

Dexamethasone 93.8 10.8 98.1 6.3 0.001 0.005 102.0 3.6 0.00001 0.00005 

Altrenogest 75.8 17.6 59.6 8.8 0.01 0.05 46.8 15.0 0.0001 0.0005 

Norgestomet 95.8 9.8 93.5 21.0 0.001 0.005 92.8 1.4 0.00001 0.00005 

Ch lonnad inone 104.3 14.0 105.0 3.8 0.005 0.01 89.6 4.2 0.00005 0.0001 

Clostebol 91.8 12.5 89.1 5.5 0.005 0.01 90.8 4.2 0.00005 0.0001 

M elengestrol acetate 87.8 17.2 87.6 4.1 0.005 0.01 91.4 6.2 0.00005 0.0001 

Yirgin iamycin 173.8 22.6 105.3 7.2 0.005 0.01 114.0 3.8 0.00005 0.0001 

Tiamulin Fumarate 107.5 7.9 117.3 3.2 0.001 0.001 139.7 1.1 0.0000.1 0.00001 

Clenbuterol 101.8 6.3 117.0 7.5 0.001 0.005 109.0 1.8 0.00001 0.00005 

Menbutone 90.8 16.1 92.4 8.4 0.001 0.005 91.8 5.1 0.00001 0.00005 

Tripelennamine 124.0 7.3 138.3 7.2 0.001 0.005 84.1 7.6 0.00001 0.00005 

Famphur 78.0 11.3 97.2 6.2 0.001 0.005 97.3 4.2 0.00001 0.00005 

Prifinium 102.8 1.4 112.0 5.4 0.001 0.001 111.3 2.7 0.00001 0.00001 

Ethopabate 95.3 7.9 96.4 1.9 0.001 0.005 90.7 0.8 0.00001 0.00005 

川 n~3の平均催。⑪ 勺 Relativestandard deviatioo (%) 相対様雛偏差(%)勺LinutofDetection (S/Nミ3):検出限界(各法の希釈倍皐に

換算した依を掲載) ・4Limit Ofqu3'刊ific剖ion(SfN忌10) 定食限界 (各法の希釈倍率に換算 した低を綿織) 行ー 不検出
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表3 希釈j去および田裕抽出j去の回収率評価結果

希釈法 国相抽出法
評価条件

添加濃度(トtgjg)
回収率(%)

0.02 0.1 0.001 

No data 3 。 。
< 50 。 4 

50・120(RSD < 15%) 53 66 73 

50・120(RSDミ15%) 16 6 。
120 < 7 8 3 

表4 一律基準以下の成分とその基準値

成 分 基準値 (μgjg)
LOQ'I (μgjg) 

(回相拍出法)

Benzy 1penicillin 0.004 0.001 

Nafcillin 0.005 0.00005 

Brotizolam 0.001 0.00∞l 
Altrenogest 0.003 0.0∞5 
Norgestomet 0.0001 0.00∞5 
Chlolmadinone 0.002 0.0∞l 
Clostebol 0.0005 O.∞01 
市1:表2の回相抽出法のしOQを干琴錦

表5 不検出基準の成分と通知j去の検出限界(しOD)

成分

Dimetridazo le 

Ronidazole 

LOD(μgjg) 

通知法 I 回相抽出法

0.0002 0.000 I 

0.0002 0.00001 

Dexamethasone 0.00∞5 0.00005 

Clenbuterol 0.00∞5 0.00005 
什 厚生労働省通知，食安発第1129001号，別添3より

*2表2の回相抽出法のしODを再掲

に換算した場合，低濃度レベルのピークの確認

が困難な場合があるため，他の方法も検討した。

ノ、チミツを対象とした分析法はこれまでに数多

く報告されており 2，3，7・9)，その中からハチミツを

水で希釈後，ポリマ一系カラム OasisHLBで精

製する方法を採用し，一斉分析に適用できるか

試みた。

ハチミツに，試料あたり 0.001同Igとなるよ

うに混合標準液を添加し， 2.8.2より試験液を調

製し，添加回収試験を行った。結果を表 2，3に

示す。測定成分の 9割以上の 73成分において回

収率 50，...，_，120%， RSD15%以下を満たした。

測定した 80成分のうち，一律基準以下が 7成

分(表 4)あるが，添加回収試験結果や定量限

界値を総合すると ，本法は十分な定量精度を満

たすと考えられる。不検出基準についても 4成

分(表 5) あるが，本法の検出限界は通知法の

検出限界 10)を下回り ，定性には支障ない感度が

得られた。また不含有基準の成分においても，

適用可能な感度を有していると考えられる。

まとめ

ハチミツの一斉分析法として，希釈法と固相

抽出法の 2法について比較検討した。希釈法で

は高濃度 (0.1μg/g)の添加濃度において，回収

率 50，...，_，120%， RSDI5%以下を満たした成分が

66成分であり ，概ね良好な結果が得られた。

固相抽出法では，添加濃度が 0.001 時 Igの低

濃度であっても， 9割以上の成分において回収

率 50，...，_，120%. RSDI5%以下を満た し， 一律基準

および不検出レベノレに耐えうる十分な感度と精

度が得られた。
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福島第一原子力発電所事故に伴う秋田県における放射能調査

菅原剛 珍田尚俊* 高橋知子 高嶋司 松岡恵理子

平成23年 3月 11日に発生した福島第一原子力発電所事故の県内への影特を迅速に把握するため，

当センターでは空間放射線盆率の監視体制を強化し，雨やちりなどの降下物，水道水，及び県内の食

品や環境中などに含まれる放射性物質を測定した。調査の結果，事故前後で空開放射線盆率に変化は

見られず，センター内で採取した定時降下物及び水道水からは，事故直後に一時的に人工放射性物質

が検出されたもののいずれも微量で‘あり，問題の無いレベノレであった。県内に流通している食品及び

環境試料に含まれる人工放射性物質はほとんど検出されず，検出されても国が定めた基準等と比較し

て十分小さな値であった。

1.はじめに

平成 23年 3月 11日に発生した東北地方太平

洋沖地震とそれに伴う巨大津波により，福島第

一原子力発電所で深刻な事故が発生し，大量の

人工放射性物質が環境中に放出された。当セン

ターでは昭和 30年代から定期的に環境放射能

調査を行ってきており，今回の事故による県内

への影響を把握するため，放射能に係るモニタ

リング体制を強化した。空間放射線量率の監視

を強化 したほか，当センターで採取した定時降

下物及び水道水の人工放射性物質を毎日測定す

るとともに，県民の安全 ・安心を確保するため，

県内産の牛肉や玄米をはじめとした食品試料及

び牧草や土壌等の環境試料について調査を実施

した。ここでは，平成24年 3月までの調査結果

について報告する。

2. 方法
2. 1空間放射線量率

当センター屋上(秋田市，地上高 23m)にお

ける空間放射線量率を 24時関連続出IJ定し，ま

た，平成23年 6月からはセンター敷地内におけ

る地上高 1m， 50c01， 1 cmの空開放射線量率を毎

日午前 10時に測定した。空間放射線量率の連続

出IJ定にはモニタリングポス ト (アロカ社製

MAR・22) を，地上高 1m， 50 cm， 1 co1の測定

には Na!シンチレーションサーベイメータ(ア

ロカ社製TCS・171)を使用した。

2. 2放射性物質の測定

センター内で採取した定時降下物及び水道

水，県内の食品試料，及び環境試料について放射

*仙北地域振興局福祉環境部

性物質を測定した。表 lに事故発生後に測定し

た試料の種類及びその検体数を示す。

表 1 事故発生後に調査を行った試料

(平成 23年 3月~平成 24年 3月)

検体名 検体数 倹体名 倹体数
定時降下物 271 スイカ

水道水 271 枝豆

食品鼠料 キュウリ
牛肉 146 ほうれん草

熊肉 4 アスパラガス

淡水魚(アユ) 3 トマ ト
キノコ 10 秋冬ねぎ

海水魚 3 キャベツ
海藻 {ワカメ ) 1 環境鼠料
比内地主島 稲わら 3 

玄米 72 牧草 10 

米粉用米 水浴場水 8 

麦 プール水 8 

大豆 3 土域 (校庭) 8 

牛乳 14 落葉 9 

リンゴ 木質ぺレット類 19 

モモ

前処理操作は 「緊急時におけるガンマ線スベ

クトロメト リーのための試料前処理法(文部科

学省測定シリーズ No.24)J及び 「緊急時にお

ける食品の放射能測定マニュアノレ(厚生労働

省)Jに準じて行った。mlJ定操作は「ゲノレマニ

ウム半導体検出器によるガンマ線スベクトロメ

トリー(文部科学省測定シリーズNo.7)Jに基

づき行った。測定にはゲノレマニウム半導体核種

分析装置(セイコーEG&G社製 MCA・7700)を

使用した。表 2に使用した測定容器及び測定時

間を示す。
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表2 測定容器及び測定時間

後体名 | 測定審銀 |測定時間(秒)
ム|定時降下物 IU-8容器 I 21600 
γ| 水道水 12Lマリネリ容総I 21600 

食

品
紋
料

2000 

2000 

3. 結果

3. 1空間放射線量率

大気中の放射線量の変化を把握するため，

当センター屋上に設置しているモニタリング

ポス トにより空間放射線量率を24時間連続で

測定した。図 lにモニタリングポス トによる空

開放射線量率の経時変化を示す。事故後の空開

放射線量率は事故以前の平常値 (0.022"-'0.086

μSv/h) 1)の範囲内にあり，事故発生の前後で

比較しても変化は見られなかった。

μSv/h ノ 東日本大震災発生Ji-ーー 最大r~. I 
0.10 : J(:{J、IIf!.

0.08 
通常レベルの範囲

0.06 

0.04 
. .， lj』い;;;， :J i j:。，ujtJ-ωi
院山山 L~リ.. ~，.J_'!!.'.'frii. ~専 1-.."'，，';' .・ ~. ...、、

0.02 

0.00 
1 月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10~ 11月12月

図 1モニタリングポストによる事故前後の

空間放射線量率の経時変化

また， 地表付近の放射線量を調査するため，

平成 23年 6月から毎日午前 10時にNalシンチ

レーションサーベイメータを使用して，センタ

ー敷地内の地上高 1m， 50 cm， 1 cmの空間放射

線量率を測定した。表 3に地表付近の空間放射

線量率を示す。事故由来と考えられる異常値は

測定されず，モニタリングポス トの測定値と地

表付近の測定値とを比較しても違いはほとんど

見られなかった。

表 3Nalシンチレーションサーベイメータによる

地表付近の空間放射線量率

測定場所(センター内) 空間放射線量率

敷地内 ・地上 1m 0 .04~0.08 μ Sv/h 

敷地内 ・地上50cm 0 .05~0.09 μ Sv/h 

敷地内 ・地上 1cm 0.05"-'0.10μ Sv/h 

3. 2定時降下物

事故の影響により降下した放射性物質の状況

を調査するため，降下物採取装置を用いて l日

分(前日 9時から当日 9時まで)の雨やちりを

平成 23年 3月 19日から 12月28日まで侮日採

取し，降下物に含まれる放射性物質を測定した。

図2に秋田市における定時降下物の人工放射性

物質濃度の推移を示す。3月 21日から 4月 28

日までの期間に一時的に事故由来の 1・131，放射

性セシウム (Cs-134及び Cs・137)が検出された。

検出された日は雨天時に集中しているため，上

空及び大気中に浮遊していた放射性物質が雨と

一緒に降下したものと考えられる。最大値は

1・131が 89Bq/m2，放射性セシウムが合計 170

Bq/m2であった。ζの値を空間放射線量 (Sv)

に換算すると平常時の 11100程度であるため，

問題の無いレベルと考えられる。 5月以降は，

I・131及び放射性セシウムは検出されなかった。

sq/m' 

100 

75 

25 

3月 4月

図 2秋田市における定時降下物の人工放射性

物質濃度の推移 (H23.3. 18以降)

3. 3水道水

事故による飲料水への影響の有無を調査す

るため，当センターの水道水を平成 23年 3

月 18日から 12月 27日まで毎日採取し，放射

性物質を測定した。図 3に秋閏市における水

道水中の人工放射性物質濃度の推移を示す。

放射性セシウムは調査開始から 1度も検出さ
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れなかった。一方，1-131は 3月 22日から 4

月 l 日までの問で連続して検出されたが，

I・131の半減期は約8日と短いこともあり 3月

23日の 2.0Bq/kgをピークに減少していき， 4 

月 2 日以降は検出されなかった。この 1-131

の最大値 2.0Bq/kgは，飲料水中の ト131の暫

定規制値であった 300Bq/kg 2)を大きく 下回っ

ている。

Bqfkg 

3 

。
3月 4月 5月 12月

図3秋田市における水道水中の人工放射性

物質濃度の推移 CH23.3.18以降)

3. 4食品試料

3.4.1牛肉

県産牛肉の安全性を確認するため，当センタ

ーでは県外産の放射性物質に汚染された稲わら

等を給餌された牛の肉について，平成23年 7月

から平成24年 3月までに 146検体を測定した。

調査の結果，1・131は全ての検体から検出されな

かった。一方放射性セシウムは、検査開始当初

に食品衛生法上の暫定規制値以上で検出された

ものが l検体あったが，その後は暫定規制値を

超えた検体はなく，その濃度は時間経過と共に

低下し，平成 24年 3月末には不検出か検出され

ても 5Bq/kg以下となった。なお，それ以外の県

産牛については、全頭検査として、 平成 23年 8

月から民問委託によるスクリーニング検査を実

施しているが，現在まで人工放射性物質は検出

されていない。

3.4.2その他食品試料

平成 23年 7月 26日から県産農産物等を対象

とした食品試料の調査を開始した。秋田県産の

玄米や果実，野菜，魚介類からは人工放射性物

質は検出されなかった。一方，アユ，熊，キノ

コ等の山間部に生息する動植物の一部からは放

射性セシウムがわずかに検出された。図 4にア

ユ，熊肉，キノコの測定結果を示す。

アユについては 3検体を測定した。2検体か

らCs-134とCs-137が約 1:1の比率で微量に検出

された。福島第一原発事故直後における Cs-134

とCs-137の検出比率は約 1: 1であると報告され

ている 3)ため，事故の影響を反映している もの

と考えられる。

熊肉については福島第一原発事故後に捕獲さ

れた3検体及び比較のために事故前の平成22年

8月に捕獲された 1検体を測定した。事故前の

熊肉からは Cs・137のみが微量に検出されたた

め，チェノレノプイリ原発事故の痕跡と考えられ

た。これは，事故から 26年経過した現在，半減

期約 30年の Cs-137は約 1/2に，半減期約 2年の

Cs・134は約 118，000にまで減衰し， 比率として

Cs-137の存在割合が非常に大きくなるためので

ある。一方，事故後の熊肉では Cs・137が検出比

率 1:1 よりやや高く検出された。これは，チェ

ノレノブイリ原発事故の影響に加えて，福島第一

原発事故の影響が反映されたため，比率に違い

が生じたものと考えられる。

キノコについては 10検体を測定した。7検体

から微量の放射性セシウムが検出された。この

うち 2検体からは半減期が短い Cs・134が検出さ

れたことから，福島第一原発事故の影響を反映

していると考えられる。残り 5検体からは

Cs-137のみが検出されたことから，チェノレノブ

イリ原発事故の痕跡と考えられる。

ただし，これらの放射性セシウムの濃度はい

ずれも 10Bq/旬 以下と微量であり， 一般食品の

基準値である 100Bq/kg S)を大きく下回ってい

る。

Bq/kg 

10 

8 

6 

4 

2 

0 

IiilCs137 ・C5134
-咋一一一一一キノコ一一一一→

公ぷや.+.o，'V''''' o，'V'''' ...，，，，~ o，¥V o，'V"" o，~ .. ~ ...，~..， -$>\:'Ì}Iq'~"，~ ~.， -$>¥'0 

d滞%か獄死矢吹党党市次予:r'
1"'~々 々;.~/苛句、ぐ♂gigsspιry幻

図4県内で採取されたアユ.熊肉，キノコの

放射性セシウム濃度
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3. 5環境試料

3.5. 1牧草

県内産牧草の安全性を確認するため，平成 23

年 5月 14日と 6月 17日に県内 5カ所で採取し

た牧草を測定した。図 5に牧草中の人工放射性

物質の濃度を示す。5月の調査では，県南部の

湯沢市で l・131が4.5Bq/kg検出された。一方，

放射性セシウムは全地点で微量に検出された

が，湯沢市では 5月， 6月共に他の地点よりも

やや高かった。半減期が短b、1・131が検出された
こと，及び Cs-134とCs-137が約 1:1の比率で検

出されたことから，福島第一原発事故の影響を

反映 していると考えられる。ただし， これらの

値は牛用飼料として使用した場合の暫定許容値

である 100Bq/kg 6)を下回っている。

島，.‘ -
一

川
a
m

V
J
l

m
一J
t

一」

一
一一

¥
t

一
一一

一
一干し量

Am
s
叶
叶
叶
叶
叶
什
叫

Sq/kg 北秋回市

ヘ I !~l=二二o.es.137
25十一一一一「町Cs・134

15.j.一一一_JlLJ.l31

8州 大潟村 lLWW  
~ l=一言ω7 目 \用

25十一一-.-Cs.134

日十一一_ 1.131 I ・H

O~皿『

5/14 6/17 

国5県内 5箇所で採取した牧草中の

人工放射性物質濃度

3.5.2落葉

山間部における放射性物質の沈着最を調査す

るため，平成 23年 11月に県内の山間部 8カ所

及び秋田市郊外の秋田県森林技術センターの広

葉樹の落葉を採取し， 放射性物質を測定した。

図 6に広葉樹の落葉中の放射性セシウム濃度を

示す。5地点で微量の放射性セシウムが検出さ

れ，このうち県南部 3地点においてやや高い傾

向を示した。牧草と同僚に Cs・134と Cs・137が

約 1:1の比率で検出されたことから，福島第一

原発事故の影響を反映していると考えられる。

また，落葉採取時に Nalシンチレーションサー

ベイメータにより山間部における 1m高さの空

間放射線量率を測定した。その結果，全地点に

おいて測定値は 0.03'"""'0.06μSv/hであり ，県内に

おける平常時の範囲内であった。

i 

函6県内で採取した広葉樹の落葉中の

放射性セシウム濃度

3. 5. 3木質ペレット

欧州産掠松を原料としたペレッ ト製品の焼却

灰から Cs-137が検出されたという情報提供を受

け，県内で製造された木質ベレッ トとその焼却

灰に含まれる放射性物質を測定した。図 7に木

質ペレット及びその焼却灰に含まれていた放射
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性セシウム~度を示す。 欧州産赤松を原料とし

たペレッ 卜から Cs-137が 10.........13Bq/旬、 その焼

却灰から 1，500.........1，600 Bq/kg検出された。これ

らのベレット及び焼却灰から検出された要因と

して，原材料の産地が欧州であること，及び半

減期が短い Cs-134が検出されなかったことか

ら，チェルノプイリ原発事故の影響が大きく反

映されたと考えられる。また，同様の影響によ

り，数社の混合焼却灰である⑥において，土壌

改良材として使用する場合の国の暫定許容値で

ある 400Bq/kg 6)をわずかに上回ったと考えられ

る。

県内産の木材を原料とした間伐材ペレット及

び杉ホワイトペレットからは人工放射性物質は

検出されなかったが，その焼却灰からは放射性

セシウムが 24'"'-'220Bq/kg検出された。牧草，

落葉と同様にCs-134とCs・137が約 1:1の比率で

検出されたことから，福島第一原発事故の影響

を反映していると考えられる。これらの焼却灰

の測定値は暫定許容値である 400Bq/kgを下回

っている。
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図 7木質ペレット及びその焼却灰に

含まれていた放射性セシウム濃度

3.5，4その他環境試料

県内各地の公共施設における放射性物質の状

況を把握するため、県内の水浴場水 4カ所，学

校のプーノレ水及びグラウンドの土壌 8カ所，及

び県内産稲わら 3カ所について測定を行った。

その結果，いずれからも人工放射性物質は検出

されなかった。

4.まとめ
県内の空開放射線量率は事故前後で変化は見

られなかった。定時降下物，水道水，県内産食

品及び環境試料を調査した結果，複数の検体か

ら福島第一原発事故由来と考えられる人工放射

性物質が検出された。ただし，いずれもごく微

盆であり，ほとんどの検体から人工放射性物質

は検出されていない。これらの結果から，福島

第一原発事故の県内への影響は極めて小さかっ

たものと考えられる。放射性物質の影響は長期

に及ぶことから，今後も放射能に関する安全 ・

安心を確保するため、引き続き監視を強化して

いくとともに，速やかに測定結果等の情報を提

{共していく。
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もみ殻を原料とした選択的リン回収材の開発と

利用・応用への展開

成田修司 鈴木忠之 石垣修

本県から大量に排出される「もみ殻j を原料として，当センターでは初の特許となる技術を開発し

た。同技術は水中のリンを選択的に回収する回収材の製造及びリン回収後に肥料とする素材開発であ

る。この素材の効果的な利活用を目的として，次の 2つの取り組みを行った。一つは，湖沼水質保全

特別措置法(湖沼法)に基づく指定湖沼の八郎糊において，富栄養化の一因と考えられている高濃度

リン湧出水対策，もう一つは，リン吸着後のもみ殻の肥料化を目指した肥効試験である。問湧出水対

策では， リン湧出水を約 1.8mg/し(P04-Pmg/L)の通常濃度から，処理後は約 0.5mg/Lへと約 1/4に

減少させた。また，同対策の副次効果として同湧出水の COD(化学的酸素要求量)が，約 5mg/Lか

ら4mg/し程度まで、減少し，約 20%の削減効果も確認された。一方，プロツコリー栽培における肥効

試験では，リン吸着後のもみ殻を施肥した肥効区が化成肥料 (888)の肥効区と比較して，肥料溶脱に

よる葉の紫化が見られず，葉が著しく大きく育つなど，問もみ殻肥9')1区の良好な生育が認められた。

1 緒言

木県において富栄養化が問題となっている八

郎湖では， 2006年度に全国ワースト 3の汚れた

湖としてラン今ングされた。2007年 12月には，

同湖の抱える問題を解決するため，湖沼法に基

づく指定湖沼の指定を受けた。富栄養化の原因

のーっと考えられているのが，八郎湖の北側に

位置する堤防沿いの千拓地(以降， リン湧出地

帯:図 1)から湧出しているリンを含む地下水で

ある。その濃度は一般的な環境水より遁かに高

くP04-Pで約 2mg/しと報告されている 1)。また，

そのりン地下水の同湖への負荷量は約 30トン/年と

も見積もられており，大きな負荷を与えている

ことが，片野らによって報告された lLさらに，
その地下水の特徴は，大部分が生体の利用しや

すい形態であるリン酸イオンであることも報告

されているり。つまり，夏場に八郎糊で発生す

るアオコ等の栄養源の可能性が考えられる。当

センターでは，同湖の富栄養化対策として，こ

のりンを除去 ・回収するための技術開発を行っ

た。そこで着目した素材は， リン地下水が湧出

する秋田県大潟村で大量に発生する 『もみ殻j

である(図 2)。使い道に困った「もみ殻Jは，

Iもみ殻焼きj が行われ，大気汚染の原因とし

て， r米どころJにおける長年の懸案事項とな

っている。この「もみ殻Jの焼却時に発生する

物質の中に，ぜんそく 等のアレルギーを引き起

こす「ホノレムアノレデヒド、や針状物質」などが含

まれていることが，近年の研究で明 らかとなっ

た問 。当センターでは，これらの報告を受け，

県民の健康を守ることを目的として，もみ殻を

有効利用し，適正処理のための技術開発を目指

した。本研究では， rもみ殻Jを適正処理する
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過程でリンを除去 ・回収するという付-加価値を

つけ，水質沖化という新たな活用法を提案し，

上記リン湧出水への応用を見据えた活用につい

て検討する。また，リンを除去 ・回収した後の

fもみ殻Jは農業への活用も視野に入れている。

木報では，湧出するリンを除去 ・回収する水

質沖化材(以降 :Vン回収材)の開発を通して，

地域循環型の素材がもたらす富栄養化対策や肥

料としての利活用などといった体系的な技術の

成果について紹介する(図 3)。また，当セン

ターで開発したりン回収材が他県で利用される

状況についても報告する。

2. 方法

2. 1もみ殻とカルシウムの複合化によるリン回

収材の合成(図4)

もみ殻にリン回収能を付与するために，本研

究ではリンと親和性が高く環境中に豊富に存在

しているカノレシウムとの複合化を試みた。もみ

殻とカノレシウムを複合化させるために，以下の

2つの方法を用い，検討を行った。一つめは，所

定量の水酸化カノレシウムをイオン交換水に分散

し，得られた懸濁液にもみ殻を含浸する方法で

ある。 もみ殻と水酸化カノレシウムを所定の重量

比になるように計量した後，イオン交換水が数

十 ml入ったど}カーに，計量済みの水酸化カノレ

シウムを入れ慌枠した。得られた水酸化カノレシ

ウムの懸濁液を，乳鉢中でもみ殻に乳俸で、圧力

をかけながら混合することによって，もみ殻内

部に懸濁液を所定時間しみこませた。このとき，

もみ殻を粉砕しないように注意し，所定時間含

浸 した。二つめは，もみ殻と水酸化カノレシウム

を所定の重量比になるように計量 した後，計量

済みの水酸化カノレシウムをイオン交換水 30ml 

の入ったビーカーに入れ撹字|きする。この懸濁液

に酸を添加し，溶液が透明になるように調整し

た。この時の pHは2........4である。この溶液に水

酸化ナトリウムを添加し， pHを6........7に調整し

た。このようにして得られたカノレシウム溶液を，

乳鉢中でもみ殻に乳棒で圧力をかけながら混合

し(もみ殻を粉砕しないように注意する) ，溶

液をもみ殻内部に約 1........3時間含浸させた。上

記の 2つの方法により得られたカノレシウム含浸

試料をフタ付きのるつぼに入れ，所定の温度で

60分間加熱した後，室温まで冷却して符られた

回収材を前者は， ME Ca(OH)2/もみ殻の重量比

[炭化温度](表記例 ME1 /1 0[650])，後者はMN

Ca(OH)2/もみ殻の重量比[炭化温度]と表記す

る(表記例 MNI110[650])(図的 。なお，比較の

ためにカノレシウムを控持していない試料につい

ても検討を行った。

図3未利用資源循環モデル

MNI/10[650] 

図4リン回収材の製造方法

2. 2リン回収実験

リン回収実験は，[PO/-]o = 50 mg/Iのリン酸二

水素カ リウム(関東化学株式会社製，試薬特級)

溶液500mlに合成した回収材を 0.5g投入し，

回分式で行った。所定時間後にサンプリングを

おこない，得られた試料溶液中の リン酸イオン

濃度を，モ リブデン青吸光光度法により，分光

光度計 (HITACHIU・2000)を用いて定量した。

2.3 1)ン酸イオンの選択的回収

域化物イオン，硝酸イオン，硫酸イオンが共

存している溶液から，合成した回収材を用いて

リン酸イオンの選択的回収挙動を調べた。その
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方法を以下に示す。

リン酸二水素カリウム(関東化学株式会社製，

試薬特級) ，糧化ナトリウム(ナカライテスク

株式会社製，試薬特級)，硝酸カリウム(ナカ

ライテスク株式会社製，試薬特級)，航酸ナト

リウム(無水) (和光純薬工業株式会社製，試

薬特級)を所定量秤盆し，ミリ Q水に溶解させ

た後，それぞれのアニオン濃度が 50mg/Iの濃度

になるように調整した。この共存アニオン溶液

500 mlに，合成した回収材 0.5gを投入し，マグ

ネティックスターラーを用いて悦枠した。所定

時間ごとに溶液を 1ml採取し，ミリ Q水で 10

倍希釈することにより，全量を 10mlとした。

得られた分析試料をイオンクロマトグラフィー

(日本ダイオネクス株式会社製，イオンク ロマ

トグラフ DX・120)及び分光光度計を用い定盆し

た。

2. 4リン回収後の回収材中のリン溶出実験

本研究で開発したリン回収材の リン回収後

の，肥料利用可能性を調べるために，クエン酸

可溶性リン酸(ク溶性リン)を定量した。

ク溶性試験を行った回収材は， 300 mgllのリ

ン酸イオン溶液 3Lから，本研究で製造した

MN 1/10[650]を3gを投入し， 70時間リン回収試

験を行ったものをろ過，風乾 したものを使用し

た。溶出試験及び溶出した リンの定量は，第二

改訂詳解肥料分析法(越野正義編著，株ー式会

社養賢堂)ク溶性リンの溶出方法に従い溶出を

おこない，格出した試料のリン厳イオン濃度を

上記 2.2のリン酸イオンの測定方法に従い，分

光光度計を用いて定量した。

2. 5リン湧出水中のリン除去回収フィールド試験

試験は大潟村南部のフィーノレドにある リン含

有地下水が湧出している水路で実施する予定で

あったが，秋田県内で絶滅したと考えられてい

た「イトクズモJの生息がその水路に確認、され

たことから，その生息環境を保護するため，図

5に示 したりン除去 ・回収装置を設置し，同水

路の7l<を引き込むことにより実施した。図 5の

装置に上記のリン回収材 MNI/lO[650]を 400L 

(約 200kg)充填し，同水路の水を 1-.....10Llmin 

の速度で導入し，試験を行った。

図5リン湧出水を導入するリン除去 ・回収装置

2. 6リン吸着もみ殻の肥効試験

リン吸着後のもみ殻炭を用いた，プロッコリ

ー栽培の肥効試験は日本植生(株)に委託し，

次のように行った。

土壌は花開岩が風化 したマサ土とピートモ

ス，パーキュライトを 8:1:1の比で混合したもの

を用いた。比較に用いた化成肥料は，窒素， リ

ン，カリが各 8%含有している 8・8・8を使用した。

栽培はワグ‘ネノレポット 112000(15 L)を使用し，

化成肥料 8・8・8を7.5g / pot 施肥した。リン吸着

後のもみ殻を用いた試験条件は，次の通りであ

る。リン吸着後のもみ殻 Igあたり ，リンが20mg 

含まれるものを 30g (p施肥量0.6g) ，硫安 2.1g 

(窒素 21%)，鹿化カリウム 1.0g(カリウム 60%)

を上記土壌に混合 し， 栽培開始から個々の生育

状況の評価を行った。

3.結果と考察

3. 1合成した回収材のリン回収挙動

未処理のもみ殻及び 6500Cで 60分間炭化処理

を行った試料(以降 MC(650]と記載する。)を

用い，リン回収試験を行った結果を図 6に示す。

リン酸イオンはどちらの試料を用いても回収す

ることはできなかった。 これらの試料の比表面

積は，もみ殻では 2.3m2/gであったものが，炭

化処理した試料 MC(650]では約 100倍の 211

m2/gに増加していた。 しかしながら，この比表

面積の増加がりン回収の能力に直接結び付くも

のではなかった。

ME 1/10[650]とMN1/10[650]を用いた，リン回

収試験結果を図 7に示す。それぞれの回収材が

時間経過に伴ってリンを回収し，回収時間 2時
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比表面積の増加はリン酸イオンの

吸着能に寄与しない

伊04句。=50 mg/l， 500 ml，試料0.59 

寸 r一朗酬E特r、 28車産竜丸 田輔理 .eH h 

、~ 20~ ~ 炭化処理[650] 211 

露入軍 10 

=' 
。。

500 l∞o 
回収時間〈分}

図 6未処理及び炭化処理を施した
もみ殻のリン回収実験結果

，，~る拘ルシウ白倉濯方法官合成し記
録制に~吾川〉圃収挙動ぬ比較

[POi')o=5久竺型」型ml.回収材0.5g

吉5も 1・ME川 l蜘 l
SAnr~ 1企 MN1川0(650)
紅 らい ・2
守守、20
書面

OL 
O 500 1000 
回収時間0T)

/j 

-ィ>t:.&圃曹量 E置副，..・(-，帽柑
回天皇E管省ライト

駒'掴 E・同J岨‘。

図 72つの異なるカルシウム含浸方法で
合成したリン回収材のリン回収結果

閉までは，ほぽ同様の回収挙動を示していた。

MEIIlO[650]は回収時間 3"-6時間においても，

ほぽ直線的にリン酸イオン濃度が減少している

のに対し， MNlj10[650]では緩やかな減少曲線を

描いていた。MEI/IO[650]は6時間で吸着飽和に

達したと考えられたが， 22時間後のリン酸イオ

ン濃度は上昇していた。つまり， 一度回収され

たリンが脱着したと理解できる 。一 方，

MNIパ0[650]では， 6時間以降もリンを回収し続

け，約 24時間後には，初濃度の 70"'80%回収し

ていた。また，そのときの回収盆は， MEl/IO[650] 

と比較して約 2倍であった 。 さらに，

ME1/10[650]でみられたリンの脱着も

MNI/10[650]の場合にはみられず，回収安定性も

向上していた。

3. 2リン酸イオンの選択的回収挙動

リン酸イオン及び種々の共存アニオン(濃度:

約 50mg/I)を含む溶液中の，MNlIIO[650]を用

いたりン酸イオンの選択的回収試験の結果を図

8に示す。共存アニオンである crが約 5mg/I増
加していたが， N03'， SO/'については，回収前

後における濃度変化がほとんどなかった。一方，

リン酸イオンについては，回収時間 24時間で，

初期濃度の約 85%を回収していたことから，

リン酸イオンのみを選択的に回収可能であるこ

とが理解できる。

":'碕イオシG選IR的圃収結果
健闘し怠圃唱柑附1 /10[，ゐ50]~ O.5o 
P043'， CI'. N03'， S04Z']O= 50 mo/I. 50Qml 

同 0

3mn 
v 崎D

-ー
型曜初D，、
宇200
10.0 

。。

ロリン酸イオン

図滋化物イオン

S~書量産イオン

自硫酸イオン

図 8リン回収材 MN1/10[650]の

リン酸イオンの選択的回収

3. 3リン回収後の回収材中のリン溶出試験結果

MNIIl0[650]を用いたリン回収試験及びリン

溶出試験の結果を図 9に示す。MNJ/J0[650]は回

収材投入から 70時間で，回収材.Ig当たり 75mg 

のリン酸イオンを回収していた。この試料 Igを

クエン酸溶液250mlで溶出したところ，回収し

たリン酸イオンを全量溶出していたことから，

本研究で製造した回収材のリン回収後における

リン酸肥料としての可能性も確認することがで

きた。

I，~回収縄資材G)'1溜性試輪

に~るl'ジ湾出結果
PO..'-園仮量 阿1..'・漕出量償. (聞10-."恥) {聞}

・唱 15 
情出 I - 15 

図9リン回収後もみ殻炭のク溶性試験結果
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3. 4リン湧出水中のリン除去 ・回収試験

上記リン除去 ・回収装置による試験結果を図

10に示す。リン湧出水のリン濃度は P04-Pmg/L 

で約 1.8mglしであるが，浄化後の濃度は約 0.5

mg/Lと約 L/4の濃度に減少した。また，水質汚

濁の指標である COD(化学的酸素要求畳)につ

いても同時に調査したところ，湧出水では約 5

I1lg/Lであったが， 4 I1lglし程度まで減少していた

ことから， 20%ほどの除去が確認された。つま

り，この回収装置はりンの除去 ・回収のみの削

減を狙ったものであったが，副次的な効果とし

て CODも削減できることが明らかとなった。

図 10フィールドにおけるリン湧出水の
リン回収結果

3. 5リン吸着もみ殻の肥効試験

リン吸着後の 「もみ殻炭j を用いた，上記条

件での肥効試験結果を図 日に示す。

図 11化成肥料とりン回収後のもみ殻炭を

施肥したブロツコリーの肥効試験

この結果は栽培開始 2週間後の写真である。葉

の大きさに著しい違いが見られ，化成肥料と比

べ， リン吸着後のもみ殻を施肥 したものの生育

が良いことがわかった。さらに，化成肥料を用

いて栽培したものは，初期に生育した葉が紫色

に変化していることが明らかとなった。これは，

栄養素Pが溶脱によって欠乏したことによるもの

と考えられる。同現象は，もみ殻を用いた場合

には見られなかった。

4.当センターで開発した技術の他県におけ

る応用

上記のように，もみ殻を原料とし，リンを除去

回収する素材を活用しようという試みが，長崎

県で始まっている。長崎県では， 2008年に「第

2期諌早湾干拓調整地71<辺環境の保全と創造の

ための行動計画Jを策定し，現在，その計聞に

基づいて，各種施策を実施している。 しかしな

がら，同調整池の水質は水質保全目標である

COD:5 I1lg/L， T-N: I mg/L， T-P:O.I I1lg/Lを超過

し，その水質動向の把握とさ らなる水質保全に

向けた取り組み，並びに自然干陵地等の利活用

の推進が重要な課題となっている。2008年から

は諌早湾干拓事業でつくられた干拓地での営農

が始まり，中央干拓地 (556ha)の排水が集ま

る遊水池の排水が調整池へ大きな負担をかけて

いる結果が示されている。現在，遊水池では九

州農政局が使用済みの沖水発生土を用いて， リ

ンの吸着試験を実施している。 しかしながら，

リン吸着後の沖水場発生土は，再利用の方法が

確立されなければ，産業廃棄物として処理しな

ければならない。この課題に対し，当センター

で開発した fもみ殻を原料とした リン回収材j

に白羽の矢がたった。上述 したように， 当セン

タ}で開発した リン回収材は リンを除去 ・回収

した後に農業への利用が考えられ，循環利用と

しての可能性を有している。図 12は九州農政局

及び長崎県の職員が，現在，当センターで実施

しているリン除去回収装置を視察した時に秋田

魁新報社から取材を受けた記事である。

現在，長崎県では実験室レベルでの試験を重

ね，実際の排水に対しても有効である旨の報告

を受けている。平成24年 3月末には実証試験用

の横向流接触及び上向流接触方式の水路 2系統

(図 13下)が完成し，秋田県の業者が製造した

「もみ殻を原料としたリン回収材Jが同水路に

充填され，試験が行われている。
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図 12本県で開発したリン回収技術の他県
での活用:九州農政局及び長崎県職員

の視察の模様

参考文献

1 )片野ら，秋田県環境技術センタ一年報， 18， 

104-109，1990. 

42，143・150，2000.

図 13諌皐湾調整池の水質改善を目的とし

た実証試験用水路と浄化前処理施設

2) Katsumi Torigoe et al. Pediatrics lnternational， 

3) Hiroyuki Kayaba et al， Tohoku J. Exp. Med.， 

204，27・36，2004.
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1. 学会発表

秋田県の男性泌尿器科受診者における尿中

HPV検出状況

柴田ちひろ，佐藤寛子，斎藤博之

安部真理子，千葉真知子，能登 舞川

能登彩η 能登宏光勺

第 35回秋田県医学検査学会

2011年 10月，横手市

ヒトパピローマウイノレス (HPV)は子宮頚が

んの原因ウイノレスとして知られているが，男性

の尿路 ・性器がんへの関与も指摘されている。

しかし，男性の HPV感染状況については女性ほ

ど研究が進んでおらず，その実態はほとんど分

かっていない。そこで，秋田県内の泌尿器科受

診者を対象に男性における HPV感染状況につい

て調査した。

平成 21年 6月~平成 22年 5月に秋田泌尿器

科クリニックを受診した尿路 ・性器感染症の自

覚症状のある患者 103名，自覚症状の無い患者

13名の計 120名を対象に，インフォームドコン

セン トを得た上で初尿検体を採取 した。検査は，

検体から DNAを抽出した後，内部標準物質であ

る s-globinが検出された場合のみを有効検体と

して nested-PCRによる HPVの検出を行った。

HPV陽性検体はダイレクトシークエンスにより

genotypeを判定した。

120検体中.s-globinが検出された有効検体は

98検体であった。このうち HPVは8検体から検

出され(検出率 8.2%).いずれも自覚症状のあ

る患者から検出された。Genotypeはハイリスク

型が 6例 (16型 2f~tl ， 18型 IOiJ， 33型 l例， 52 

型 If:9l 58型 l例) ，中間リスク型が l例 (66

型)，ロー リスク型が l例 (11型)であった。

今回，男性からも HPVが検出されたことで，

今後は女性だけではなく男性も対象とした HPV

感染予防の啓発が必要であると考えられた。

川:秋田大学医学部付属病院，・2 かづの厚生

病院，・3 秋田泌尿器科クリニック

疾病対策に活かすための保健統計一死亡統計

に基づいた秋田県の疾病傾向の検討一

問中貴子

平成23年度全国保健統計協議会総会

2011年 10月，秋田市

秋田県健康環境センターでは，地方衛生研究

所(以下，地衛研)の機能である公衆衛生情報

の収集 ・解析 ・提供業務の一環として，疾病対

策や行政施策支援の一助を目的とした死亡統計

に関する疾病状況を検討し関係機関へ提供して

きた。今回はその解析結果の一部と業務につい

て紹介する。1960年........2005年までの都道府県別

年齢調整死亡率(人口動態統計特殊報告)を用

いて全国比較，順位，年次推移 (5年毎)等を把

握した。また， 2005年の主な死因について県 ・

保健所別に標準化死亡比(以下. SMR)を算出

し解析した。基準は全国値 100である。

木県の 1960年-----2005年までの 10大死因の年

齢調整死亡率の年次推移は，特に男性の全がん

は横ばいで推移している。男性の部位別がんで

は胃がんは減少しているもののいまだに高く，

次に気管 ・肺がん，大腸がんが増加l傾向にある。

都道府県別順位(男性)では，胃がん，食道が

ん，脳梗塞，自殺が 1960年........2005年まで 5位以

内に入り高い死亡率である。次に， 2005年 SMR

からみた県 ・保健所別疾病状況は，関がん(男

性)は北秋田保健所を除き SMR114.0-----176.3と

ほとんどの保健所で全国を上回っていた。 自殺

(男性)は全保健所で SMR109.1........221.1と大幅

に全国を上回っていた。

年齢調整死亡率の年次推移では，長期的にみ

ると各疾病の死亡率は確実に低下してきている

ことが分かった。 しかし，全国に比 して高い疾

病があること. SMRから各保健所の状況をみる

と，それぞれで需~ ~、死亡率を示す疾病があり，

今回の調査でターゲットとすべき疾病や地域を

明らかにすることができた。

秋田県健康環境センター(地方衛生研究所)

における保健師活動について

問中貴子，栗盛寿美子
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第 70回日本公衆衛生学会総会

2011年 10月，秋田市

地方衛生研究所(以下，地衛研)は，保健衛

生行政の推進に必要な科学的 ・技術的中核機関

としての業務を行っている。 しかし地衛研に所

属する保健師は少なくその活動はあまり知られ

ていない。そこで平成22年度「地域診断から始

まる，見える保健活動検討会」調査を参考に，

昭和 39年~平成22年に至る保健師業務を当セ

ンターの年報から抽出し検討した。

秋田県の成人病予防に寄与する目的で昭和39

年に当センター内に成人病科が誕生し，保健師

は昭和 50年以降 1名配置された。これまでの調

査研究では，昭和期には成人病予防や循環器検

診，老人保健事業等の研究を行ってきた。平成

以降は若い世代の健康調査や個別健康教育手法

の検討，近年はがん予防を中心としたテーマに

取り組む等，行政ニーズを踏まえ市町村，保健

所，課との連携により調査研究を進めている。

公衆衛生情報の収集 ・解析 ・提供では厚生労働

省の結核登録者情報調査等を実施し，結核月報

・4三報管理を行い，その集計解析結果を担当者

会議，研修会，議会資料として提供し，保健所

や県担当課と連携し感染拡大防止の臆視を行っ

ている。更にホームページへの掲載，出前講座

等により 一般への普及啓発を図っている。その

他公衆衛生情報として，死亡統計を用いた地域

診断を行い報告書を作成 ・配布し，その有用性

を評価された。様々な職種で構成されている地

衛研にあっても，保健師の課題発細の視点，企

画立案，連携調整，実行力は業務推進の大きな

力であり，保健師は主体的にそしてチームの一

員としてその力を十分に発揮できる可能性があ

ると思われる。

中学生における食事バランスと肥満状況と

の関連について

村井幸子*l，高桑克子キ2，古井美和子U，

問中貴子

第 70回日本公衆衛生学会総会

2011年 10月，秋田市

本研究では中学生の食事バランスと肥満状況

との関連， 肥満予防の観点から朝食の摂り方及

び運動企(部活)との関連について検討した。

平成 l3"""__17年の井川中学生の栄養調査結果を用

い、親(主に母親)の食事は献立制査，生徒の

栄養調査は朝昼夜別に分析した。また，生徒の

食事バランス(食事構成)は三業(主食，主菜，

副菜)が揃っているか否かを調査日侮に判別し

た。同時に実施した健康調査結果から，肥満度

を BMIの推計基準値を用いて算出した。体格状

況はやせ，普通， 肥満(軽度 ・中程度 ・高度肥

満)に区分した。

親の食事バランスがとれている生徒 (G 群)

と，とれていない生徒 (N 群)とで体格状況を

みると N群で G群より，男子でやせが，女子で

肥満者の割合が高かった。朝食の食事構成をみ

ると，男女とも三莱が 2日間とも揃っていない

生徒の割合がN群でほぼ 80%と高かった。次い

で，体格状況をみると ，2日間とも三菜が揃って

いる生徒でやせが少なく，女子では肥満者も少

なくなっていた。 しかし男子では肥満者が多か

ったが，そのうちの 6割が特定の部活の生徒だ

った。 次に，親 ・子ともにバランスの悪い群

で，朝食で顕著な野菜不足と過剰な菓子パンの

摂取がみられた。今回の結果から，子どもの体

格は，子どもの食事と運動量のバランスが関与

していること，さらに親の食事が乱れた場合，

子どもは特に朝食で手軽な菓子類を食べてカロ

リ}を補っていることがわかった。親が自ら食

事バランスを整えていくことが，子どもの正し

い食生活につながると考えられた。

1 井川町，d :元秋田県衛生科学研究所，

*3 山本地域振興局福祉環境部

秋田県における三大生活習慣病の死亡動向

に対する年齢 ・時代 ・世代要因の影響

三輪のり子*l，問中貴子，中村隆*2

第 70回日本公衆衛生学会総会

2011年 10月，秩岡市

本研究では，経年推移だけではとらえ難い死
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亡動向に対する年齢 ・時代 ・世代要因の影響を

明らかにし，秩岡県の三大生活習慣病に対する

アプローチの方向性を得ることを目的とする。

秋悶県の 1960"""'2005年 (5年毎)における企が

ん・心疾患、・脳血管疾患の各死亡数と人口 (20

"'95蔵)を，中村のベイズ型 Age-Period-Cohort

モデノレ(交互作用効果モデノレを含む)により分

析し，死亡率に対する年齢 ・時代 ・世代効果を

男女別に算出した。

年齢効果は， 三疾病とも加齢と共に上昇して

おり ，その傾向は心疾患で顕著であった。時代

効果は， 全がん ・心疾患(女)では 2000年から

上昇傾向にあった。脳血管疾患では， 1990年代

まで下降が続いていたが，近年は上昇傾向に転

じていた。世代効果は，企がんでは 1890"""'1920 

年代生まれ，心疾患・脳血管疾患では 1870"""'"'1910

年代生まれの明治 ・大正世代で高く， 三疾病の

いずれもそれ以降の昭和世代は低くなってい

た。三疾病の中で心疾患は特に変化幅が大きく

生活習慣の積み重ねによる生体の変化が大きい

ことが示唆された。全がん ・心疾患(女)及び

脳血管疾患は，時代要因により死亡が増加する

方向にあるため，その背景を社会環境から探り，

県民全体に向けたアプローチを検討する必要が

ある。また，全がんと心疾患(女)は， 1970年

代生まれ世代から改善がみられなくなった背景

をリスク悶子の保有状況から探り，これら世代

が受け入れやすい手段でアプローチすることが

望ましいと考えられた。

・1 千里金l踊大学看護学部，勺:情報 ・シス

テム研究機構統計数理研究所

結核対策における地方感染症情報センター

の役割一秋田県健康環境センターの実施状

況

問中貴子

地方衛生研究所全国協議会

関東甲信静支部公衆衛生情報研究部会

2011年 11月，東京都

歌岡県健康環境センターでは，昭和 56iJ三から

結核サーベイランス業務を行っている。厚生労

働省の結核登録者情報調査を中心に，具体的に

は結核月報 ・年報管理を行い，その集計 ・解析

結果を担当者会議，研修会，議会資料として提

供し，さらにホームページへの掲載，出前講座

等により一般への普及啓発を図っている。また

保健所及び県担当課と連携し，感染拡大防止の

監視を行っている。このように現在実施してい

る結核情報業務は，実に多岐に渡っておりその

中でも f集計 ・解析J r情報の還元 ・公表J r結
核対策への反映Jが特に重要な業務として考え

られる。

結核情報の意義および健康環境センターの

役割についてまとめると， 1 )結核情報は秋田

県の結核対策を推進するための根拠となる基

礎的，科学的かつ重要な情報である。2)秋田

県の結核の低まん延化を目指し，結核対策に反

映できるより有益で精度の高い結核情報を提

供することが大切である。3)健康環境センタ

ーは結核登録者情報調査から得られた情報を

的確に集計 ・解析し，行政機関や一般住民等に

目的に応じて迅速かつタイムリーに提供して

いくこ とが重要である。4)健康環境センター

は引き続き保健所，関係機関等と連携を取りな

がら，結核情報に係わる業務の中核的役割を担

っていくことが必要である。最後に，担当者は

情報を的確に解析する能力を高め，結核情報の

集約 ・発信の中心的役割を担うことを認識し今

後も業務に取り組むことが必要である。

αlaracterization of K/uyvera cryocrescens 
5train5 harboring a novel variant of 

b / aCTX岨 Mgene i 50 I ated from reta i I pOu I try 

in AKITA， Japan. 

Jun Yatsuyanagi， Sioko Saito， Masanori 

Wa幻ta油hiki戸.川ぺlL， Y Lu川l比takaShira杭ki'べ Masahiro Suzuki'勺べ3乙， 
Fub削it加o Ishiguωrゆo.吋4七， Nami Kanno'行5，Katsuh iko 

Sunaoshi・6，Koichi Murakami'7， Kikuyo Ogata'S， 

and Yoshichika Aralくawa・9

IUMS 

October 2011， Sapporo 
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CTX-M ESBL-producing strains have increasingly 

been of clinical concern worldwide. Or吋.iginof the 

b/.αCTX 

chromosomal CTX-M-I川ike genes of Kluyver悶a 

stれr泡割a引ins. However， little is known about reservoir 

of Kluyvera strains in Japan. The aim of this study 

was to isolate and characterize K/uyvera strains 

harboring the blaCTX-M gene from retail poultry in 

AKIT A， Japan. 

Sixteen retail poultry were empJoyed. Broth 

cultures of the poultry were inoculated onto 

MacKonkey plates containing 1% cellobiose and 2 

micro g/ml Cephalothin. The b/acrx・M

gene-harboring strains were isolated by using PCR. 

BamHJ restriction fragment of chromosomal DNA 

from the Kluyvera isolates were cloned into pBCKS 

vector， and E目 co/iJM! 09 trasformants expressing 

Cephalotin-resistant phenotype were obtained. 

DNA sequence of the inserts and resistance 

phonotype of the transformants were determined. 

Two Kluyvera cryocrescens strains，が4・5and #8・5，

were isolated from the poultry， and two JMI09 

transformants， JM 1 09・4and JMI09・8，containing 

the blaCTx・M gene from strain が4・5 and が8・5，

respectively， were obtained. The K. cryocrescens 

strainが4・5andが8・5harbored a novel blaCTX-M3 

variant and blaCTX-MLO variant gene， respectively. 

Both of the JM 1 09-4 and JM 1 09-8 showed 4 micro 

g/ml andく1micro g/ml MlC of CTX and CAZ， 

respectively. Both of the JMl09・4 and the 

JMI09・8 contained a putative asparatate am ino 

transferase gene， the novel blacrx・M gene， and the 

orf477・likegene， which is identical configuration to 

that previously reported about K. ascorbata 

bloCTX-M3 gene. Both of the fragments， however， 

didn't contain ISEcpl associated with 

plasm id-mediated bloCTX-M genes. These results 

support the hypothesis that Kluyvera strains serve 

as a gene pool of the blacrx・Mgenes. Our results 

also suggested a role of poultry as a reservoir of the 

Kluyvera strains in Japan. Further studies should 

be conducted to characterize bloCTX・M gene 

possessing strains in poultry produced in Japan. 

'L:Department of Bacteriology， Toyama lnstitute of 

Health 

・2:GIFUPrefectural Research Institute for Health 
and Environmental Sciences 

勺:Laboratory of Bacteriology， Aichi Prefectural 

Institute of Public HeaIth 

・4:FukuiPrefectural Tnstitute of Public Health and 
Environmental Science 

・5:Bacteriology，FUKUSHIMA Prefectural Institute 
ofPublic Health 

・6:Clinical Microbiology， Saitama Institute of 
Public Health 

・7:Departmentof Health Sciences， Fukuoka Institute 
of Health and Environmental Sciences 

・8:Bacteriology，OIT A Prefectural lnstitute of 
Public Health 

刊:OBacteriology，National lnstitute of lnfectious 

Diseases 

KPC-産生肺炎樗菌

八相[J 潤

衛生微生物技術協議会第 32回研究会

2011年 6月，東京都

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemases) 

を産生する肺炎梓菌が世界中で分離されてきて

いる。カノレパペネムは多剤耐性グラム陰性菌感

染症に対する 「最後の砦Jであるため，KPC産

生菌の侵揺は問題視されている。木発表では，

f新たな多剤耐性菌jである KPC産生菌の概要

について述べる。

1. KPCの分類と特徴

0・ラクタマーゼは， Amblerの分類によりクラ
ス Aから Dに分類されている。KPCは活性中心

にセ リンを持つクラス Aに属し，カノレパペネマ

ーゼ活性を有する。クラス Aに属するカノレパペ

ネマーゼとしては， 他に Sme，Imi， GES， NMC-A 

が知られている。KPCには KPC・2から KPC-II

のバリアントがあり，いずれも伝達性プラスミ

ド (60Kb， 75 Kbなど)上にコードされている O

KPC産生菌の殆どは K.pneumoniaeであるが，

K. oxyloca， E. cloacae， E.αerogenes， E. coli， C. 
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freundii， Salmonella， P. aeruginosaにも KPC産

生菌が報告されている。カノレパペネム系抗生物

質は強力で緑膿菌，アシネトパクター属を含む

多剤耐性菌に有効であることから， r多剤耐性
菌感染症治療の最後の砦Jとされている。KPC

は， このカノレパペネム系抗生物質を加水分解す

ることから問題視されている。

2. KPCの疫学

KPC産生株は 1996年にノ}スカロライナで発

見されて以来， 2004年には中国，スコットラン

ド， 2005年にフランス，コロンピア，イスラエ

ノレで検出され，近年ではノノレウエー，スエーデ

ンなどの欧州各国でも検出されるなど，世界各

地に伝播しつつある。我が国では， 2008年 4月

に米国から帰国した急性骨髄性白血病患者 (35YF)

から KPC-3産生多剤耐性 K.pneumoniaeが分離

された例が始めてである。2010年 9月 15日から

12月 28日に実施した「我が国における新たな多

剤耐性菌の実態調査Jでは 2株の KPC産生 K.

pneumoniaeが確認されたが，我が固における本

菌の検出は，現時点では稀である。

3. KPCの検査法

医療機関で汎用されている自動向定装置で

は， KPC産生株を正しく検出できない場合があ

ることが報告されており，問題となっている。

PCR法，リ アノレタイム PCR法が報告されており，

地方衛生研究所で実施可能である。

4.まとめ

昨年注目された NDM-Iと同様に， KPCは腸内

細菌が産生すること ，伝達性プラスミド上にコ

ー|ごされていることから，健康人の腸管定着を

介する市中拡散が懸念される。保菌健康人を介

した感染拡大は，その探知も防止も困難を極め

るので，気付いたときには既に国内に広く侵淫

していたという最悪の事態に至りかねない。医

療機関における院内感染起因菌としても重要視

すべき菌であるため，地方衛生研究所は本菌の

分離同定と分子疫学解析技術を習得することに

加 えて，行政の院内感染対策部門， 地域の医療

機関との連携体制を構築する必要があると考え

られる。

E co/iOl04特異的 PCR-E co / i 0104 0 

antigen polymerase gene (wzy)のク 口ーニ
ングによる PCR陽性対象専用株の作出

八柳澗

東北食中毒研究会第 24回全体会議及び研修会

2011年 8月，山形市

腸管出血性大腸菌 (EHEC)0104は 2011年 4

月以降， ドイツを中心とした欧州で感染者が多

発し，大きな健康被害を惹起した。この EHEC

0104は腸管凝集付着性大腸菌 (EAggEC) 0104 

にベロ毒素ファージが感染して派生したハイブ

リッド型の EHECであるとされている。圏内で

の EHEC0104感染者の発生は未確認であるが，

国内への侵入を迅速に探知して適切な対応をす

ることが健康被害の拡大防止の上で重要であ

る。 しかしながら，0104の型別血清は国内市販

品が無いことが問題となっている。このため，

我々は E.coli 0104の O-antigenpolymerase gene 

(wzy) (GenBank Accession Number AF361371， 

1，113 bp)を標的とした 0104特異的 PCR法用の

プライマーを設計し，また，0104陽性対象用大

腸菌株を作出した。国立感染症研究所細菌第 l

部の伊藤健一郎博士から分与された， 中部国際

空港検疫所で分離された EAggEC0104 2342株

の DNA溶液から ιcoli0104の 0・antigen
polymerase gene (wzy)の全長(1，1 13 bp)を増幅

し， TAクローニングシステム (Amersham)， 

トランスフォーメーションキット(ニッポンジ

}ン)を使用 して E.coli J M 109にクロ}ニング

し， 0104wzyORF 1，113 bpを保有する JM109/ 

0104・KI/AKITA20110616を作出した。0104特異

的 PCR用プライマーとして， 0104wzyの 470bp 

を増幅する 0104wzy _F: ttt act tca cga ggt gtc aag， 

0104wzy_R: att aac att aat gca gat aaa tggを設計

し， JM109/0104・KI/AKlTA20110616カ通ら 470bp 

の断片が増幅されることを確認した。なお，E. 

coli 0 I 04 0 antigen gene cluster IまE.coli K9 

gene clusterと同ーであることから， 0104wzy 

PCR陽性株については K9抗原保有の否定が必

要となる。その目的には 08wbD，09wbD共通プ

ライマーである洋3592: ggc atc ggt cgg tat tcc， 

#3594 tgc gct aat cgc gtc tacが使用できる。
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JM109/0104・Kl/AKlTA20110616は上記プライマ 秋田県における鶏肉等の力ンピロパクタ一

一等関連情報を添付-して当センターから分与可 汚染状況について

能である。

秋田県で分離されたおM保有大腸菌の病原

因子保有状況

今野貴之， 八柳潤， 帯藤志保子

第 65回日本細菌学会東北支部総会

2011 年 8月，山形市

。stAを保有する大腸菌は，毒素原性大腸菌の耐
熱性エンテロトキシンに類似の毒素EASTIを産

生し，これまでに数例の集団下痢症事例の報告

がある一方，健康者からも多数分離されるため

その病原性には賛否両論がある。今回，秋田県

におけるastA保有大腸菌による健康被害の実態

を把握するため，散発下痢症患者由来の大腸菌

を用いて，その侵淫実態を調査した。また.astA 

保有大腸菌の病原性について，αstA以外の病原因

子が関わる可能性を調査するため，これまでに

下痢原性大腸菌で報告されている様々な病原因

子の保有状況を併せて調査した。

平成19年から平成211:J三までの下痢原性大腸菌

疑い株から • aslA保有大Jl易菌は35株検出された。

これら35株についてiha.IpfA. /daG. pilS. pic. 

pel. irp2. daa. aah. aid， cdtB及びhlyAの12種

類の病原因子について保有状況を調査したとこ

ろ.24株で何 らかの付着性に関わる病原因子を

検出 した。また.3株では α溶血素産生に関わる

hlyAが検出された。 さらに.24株でヒ トの体内

で、の増殖に必要なirp2が検出され.iha. pilS. pic 

及びhlyバを保有する株は共通してこの因子を持

ち合わせていた。特定の病原因子のセッ トを持

つ菌株のみがヒトへの病原性を持っと推定する

と.iha. pilS. pic. hlyA. irp2といった病原因子

はaslA保有大腸菌の病原性に重要な役割を持つ

ことが示唆された。

高橋志保，熊谷優子，和問恵理子

今野貴之， 八柳 潤， 千葉真知子

替藤志保子，天野憲一円

第 4回日本カンピロバクター研究会総会

2011 年 12月，相模原市

厚生労働省食中毒統計によると， 細菌性食中

毒事例は年々減少傾向にあるものの，カンピロ

パクターによる事例数は横ばい状態で，平成 15

年以降，第 l位となっている。その背景には，

家庭や飲食庖等における感染があると推察され

ることから，カンピロパクターによる食中毒事

例の原因食品として最も多い鶏肉類を中心に，

秋田県における汚染状況をまとめた。

平成 12........22年に市販食肉等の汚染実態調査，

平成 17........22年に収去食品検査，平成 15........18年

に家畜の保菌状況調査を行った。汚染実態調査

では，牛肉や豚肉からはカンピロパクターは検

出されなかったが，鶏肉や鶏 レバーからは 44.4

........74.0%.鶏ミンチ肉からは 28.6........50.0%.加熱

調理用牛レバーからは 0........14.3%検出された。収

去食品からは 4.0%検出された。家畜の保菌状況

調査では，牛及び豚の直腸使から 29.2%.92.0 

%.胆汁から 21.4%.0%.鶏盲腸使からは 90.9

%と高率に検出された。

汚染実態調査から，県内に流通 している鶏肉

類はカンピロパクターに高度に汚染されている

実態が浮き彫りとなった。また，牛胆汁からの

検出は，牛レバーの汚染は表面だけではなく ，

実質そのものの汚染を示唆 している。このよう

に汚染された鶏肉や牛レバーが，依然としてカ

ンピロパクターによる食中毒事例や散発下痢症

を発生させる重要な原因と考えられる。汚染を

低減させるためには，農場i. 処理場，食品関連

事業者等がそれぞれの立場に応じた対策を講じ

ていくことが重要であり ，同時に消費者に対し

て，生食することの危険性等について一層の啓

発活動を行っていくことが必要である。

川:秋田大学バイオサイエンス教育研究センター
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ノロウイルス :食品からのウイルス検出法

斎藤博之

衛生微生物技術協議会第 32回研究会

2011年 6月東京都

パンソノレピン ・トラップ法(パントラ法)は，

食品検体からノロウイルス (NoV)を検出する

ための実践的な手法である。全国的に食中毒対

応で用いるには次のような課題があった。プロ

トコノレに必須の抗 NoV血清の絶対量は少なく，

全国の食中毒事例に対応するには全く足りてい

ない。また，現在のところ NoV-G1II4を含めて

19遺伝子型に対する特異的抗血清が利用可能で

あるが，その他の遺伝子型には対応できない。

一方，実際に食品検体が御入される時点では遺

伝子型は不明なため選択が困難であるという実

践的な問題もある。 さらに，サポウイノレスなど

NoV以外の食中毒起因ウイノレスへの対応も必要で

ある。

対応策を検討したと ころ， 1万人単位でプーノレ

された血媛から製造 ・販売されているガンマグ

ロプリン製剤を利用する ζ とでこの問題を解決

することができた。例として NoV-G[1/4型の回

収率 (3回の平均)を示すと，ポテトサラダでは

24.4:t3.6% ，焼きソパでは 25.6:t2.3%であった。

汚染レベルの異なるそデ〉レ食品から nestedPCR 

による検出を試みたところ，これらの 2食品で

はいずれも食品 Ig当り 35コピ}まで検出でき

た。これまでのところ，ガンマグロプリン製剤

は， NoVでは 11遺伝子型 (GI13，G1/4， G1/8， 

G[/9， G1II2， GI[/3， G[I/4， G1II5， GI[/6， G[Iハ3，
GIIII8) ，サボウイルスでは 4種類全ての型，他

にA型肝炎ウイノレスとアデノウイノレス 41型にお

いて有効であることを碓認している。このよう

に上記の課題をクリアーできたため，本法を実

事例で試すことが可能となり，実用化に向けて

大きく前進したものと考えられる。

Deve lopment of a PANtrap method to detect 

norovirus from contaminated food 

斎藤博之，東方美保べ岡 智一郎勺

片山和彦ペ田中智之ペ野田 街叫

国際微生物学連合 2011会議

2011 年 9月札幌市

Noroviruses (NoVs) are a major cause of food 

poisoning and a dominant cause of food-related 

outbreaks of gastroenteritis. Foodborne 

gastroenteritis is being increasingly recognized as a 

public health problem， but identification of the 

etiological agents responsible has been restricted 

due to the difficuJty to detect the agents from food 

samples. We developed a PANtrap method for the 

detection and quantification of No Vs from different 

food samples， that included solid， liquid， paste and 

oily states. We spiked NoV GIl/4 stool 

suspension that includes 105 copies of NoV RNA 

into 10 grams of potato salad and stir fried noodle. 

Food samples were rinsed by a homogenizing buffer 

and centrifuged to obtain food emersion. Anti NoV 

G IJI4 serum was added into the food emersion to 

make NoV-lgG complexes. PANSORBIN was 

added and the samples re-centrifuged to collect 

NoV-lgG complexes adsorbed by PANSORBIN. 

NoV RNA was extracted from this PANSORBIN 

pellet using a commercial extraction kit， and then 

analyzed using RT real-time PCR. The recovery 

rate from potato salad was 78.3土10.8%，in contrast 

to 0.33士0.08% when no anti NoV G1lI4 serum was 

added. Similar results were obtained from the stir 

fried nood le， 81.5土10.2%(anti NoV serum mix 

added) and 1. 15土0.25% (no anti NoV serum). We 

also applied a commercially available human 

gamma globulin agent to the PANtrap method to 

detect other viruses. We Sllcceeded to recover other 

N 0 V genotypes as well as sapov iruses， adenov irus 

type 41， and hepatitis A virus. These reslllts show 

the potential of the PANtrap method for the 

detection of food bone viruses from contam inated 

food. 

叶:福井県衛生~境研究センター，・2 国立感

染症研究所，・3 堺市衛生研究所，叫 :国立医薬

品食品衛生研究所
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食品中のノロウイルス検出のためのパ ンソ

ルピン ・トラップ法の開発

斎藤博之，東方美保べ岡 智一郎・2

片山和彦ペ問中智之ペ野田衛・4

第 102回日本食品衛生学会学術講演会

2011年 9月駄岡市

ウイノレス性食中毒の大部分を占めるのがノロ

ウイノレス (NoV)であることがわかっているに

もかかわらず，原因として疑われる食品からウ

イノレスを検出できた例はカキを除けば極めて稀

少である。その理由として，ウイルスを含む食

品乳剤を PCRで用いる量まで減量濃縮するには

多大な労力と時間とコストを要し，多検体を取

り扱うのは事実上不可能で、あるという実状があ

る。 こうした困難な状況を打開するために，回

形，液状，練り物，油物等の一般的な食品から

NoVを検出する手法の開発を行った。

蒸留水で希釈した糞便で各種食品を汚染させ

て食中毒モデノレ食品とした。モデル食品を洗j峰

液に懸濁させた後， 3，000 rpm 30分遠心すること

で固形物を除去した。食品の遠心上清(濁質を

含む)に抗体 (抗NoVウサギ単味血清または市

販ガンマグロプリン製剤)及びパンソノレビン

(lgG結合性プロテイン Aを持つ黄色ブドウ球

菌の菌体)を加えて NoV-lgG-菌体の複合体を形

成させた後，遠心分離により NoVを回収した。

NoVが吸着した菌体を少量の緩衝液で再懸濁し

たものを TRlzol-LS (invitrogen)でフェノーノレ

抽出 し，水層から QIAampViral RNA Mini Kit 

(QIAGEN) を用いて RNAを抽出 した。以上の

基本プロトコーノレにおいて，洗糠液の組成，食

品乳剤作成方法，抗体の種類と添加量，抗原抗

体反応とパンソノレビン吸着反応の時間，及び抽

出したRNAに対する逆転写反応の条件等につい

て， Real-time PCRの数値を基に最適化を図った。

また，木法の有用性を検証するために，現在多

用されているポリエチ レングリコーノレ沈澱法

(PEG沈澱法)による回収結果と比較した。

食品洗糠液の組成を検討したところ， 0.1 M 

Tris • HCI-0.5M NaCI・0.1% Tween20 (pH8.4)が最

適であり，さ らに α・アミラ ーゼ粉末を 2.5

mg/mLになるように添加することで，反応妨害

物質である炭水化物を分解除去できた。抗体と

パンソノレピンは別々に反応させる必要はなく，

同時添加 15分の処理で十分な回収結果が得られ

た。逆転写反応の際にランダムプライマーより

も， NoV特異的プライマーを用いた方が，特に

低濃度汚染検体において効果的であった。回収

率は NoVの血清型や食品種別によって異なる

が，焼きソパにウサギ単味抗血清を用いた例で

81.5:t 10.2%であった。PEG沈澱法を用いた場合

の回収率と比べると 2""-1，000倍の数値で、あり，

マカロニサラダ等の練り物において特に有効で

あった。実事例における汎用化のために，市販

ガンマグロプリン製剤を用いたところ NoVでは

12遺伝子型，サポウイノレスでは 4種類全ての型，

他にA型肝炎ウイノレスとアデノウイノレス41型に

おいて 10........50%の回収率で、あった。本法はどの

ような食品であっても共通の工程で検査が行え

るため，今後は実際の運用面における利便性を

追究していく予定である。

"福井県衛生環境研究センター，勺:国立感

染症研究所，勺:堺市衛生研究所，・4 国立医薬

品食品衛生研究所

食品中のノロウイルス検出の汎用化を目指

したパンソルピン ・トラップ法の開発

斎藤博之

第 32回日本食品微生物学会学術総会

2011年 10月 東京都

平成 9年に食品衛生法の中に初めてワイノレス

が登場し， ウイノレス性食中毒という概念、が確立

したのは，歴史の一つの節目と言える。その後，

糞便検体に対する検査技術は長足の進歩を遂げ

たものの，食品検体からのウイノレス検出は困難

を極め， r糞便は検査できるが，食品の検査は
難しし、Jといった状態のまま 10年が経過した。

ウイノレスが食品衛生法上の食中毒原因物質とし

て規定されている以上，このような片肺飛行を

続けることは社会的に大きなトラブノレを招来す

る結果に繋がるため，食品からのウイノレス検出

技術の開発は焦眉の急とされていた。そこで平

成 19年から厚生労働科学研究費補助金(食品の
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安心 ・安全確保推進研究事業)による研究の一

環として，食品中の NoYを検出するための実践

的手法の開発に関する研究がスター卜した。そ

の結果，パンソノレビン ・トラップ法(パントラ

法)を開発し，固形，液状，練り物，油物など

の多種 ・多機な食品から NoYを検出することが

可能となった。

開発した実験室内プロトコノレは， これまで無

かったものを作り出す“プロダクト ・イノベー

ション"に相当したが，それを実用に供するため

には，もう一段の“プロセス ・イノベーション"

を必要とした。最大の問題は，プロ トコノレに必

須である抗NoY血清の安定供給であった。多く

の検討を重ねた末に， 1万人単位でプーノレされた

血媛から製造・販売されているガンマグロプリ

ン製剤を利用することでζ の問題を解決するこ

とができた。例として NoY-GII/4型の回収率 (3

回の平均)を示すと，ポテトサラダでは 24.4土3.6

%，焼きソパでは 25.6土2.3%であった。汚染レ

ベノレの異なるモデル食品から nestedPCRによる

検出を試みたところ，これらの 2食品ではいず

れも食品 Ig当り35コピーまで検出できた。こ

れまでのところ，ガンマグロプリン製剤は，NoV 

では 12遺伝子型 (G1I3，Gl/4， GII8， GI/9， Gll/2， 

GII/3， G[[/4， GIII5， GIII6， GlIハ2，GIII13， G1II18) ， 
サボウイノレスではヒトに感染する 4種類全ての

型，他に A型肝炎ウイノレスとアデノウイノレス 41

型において有効で、あることを確認している。こ

のように上記の課題をクリアーできたため，本

法を実事例で試すことが可能となり，実用化に

向けて大きく前進したものと考えられる。

病原ウイルスによる食品汚染を検出するパ

ンソルビン ・トラップ法の開発

斎藤博之，東方美保べ岡 智一郎・2

片山和彦ペ問中智之ペ野田衛吋

第 19回秋田応用生命科学研究会

2011年 11月秋田市

黄色ブドウ球菌 (Staphylococcusaureus)は，

化膿性疾患などの原因となることから有害微生

物として認識されている。一方で細胞壁中に含

まれる ProteinAは IgGと強固に結合する性質を

持つため，ホノレマリン固定された菌体はパンソ

ノレビンという試薬として市販されている。平成9

年に食品衛生法が改正され，史上初めて 「ウイ

ルス性食中毒Jという概念が確立 したが，食品

中のウイノレスを検出する方法については手探り

状態のまま現在に至っている。我々は，上記の

パンソノレピンを利用することで，固形 ・液状 ・

練り物 ・油物など多種 ・多様な食品からノロウ

イノレス (NoV)に代表される食中毒起因ウイノレ

スを検出する技術(パンソノレビン ・トラップ法

以下パントラ法と略)を開発したので紹介す

る。

パン トラ法の基本原理は，食品乳剤中にウイ

ノレスに対する抗体を添加することにより，抗原

抗体複合体を形成させ，それを黄色ブドウ球菌

表面のプロテイン Aに吸着させることで，菌体

とともにウイノレス粒子を沈殿 ・回収することで

ある。回収した菌体を少量の緩衝液で再懸潤し

てから市販のキットを用いて RNA抽出を行え

ば， 50 mLの食品乳剤から 50μLの PCRスケー

ルの RNA溶?夜まで，効率良く減量濃縮できるこ

とになる。添加する抗体として，開発時にはGllI4

型の NoYウイノレス様粒子 (YLPs)を免疫して作

製した特異的ウサギ抗血清が用いられた。その

後，実践使用のための安定的な抗体供給源とし

て，市販ガンマグロプ リン製剤を用いる汎用プ

ロトコノレが考案された。

ポテトサラダと焼きそばを，NoV-GIII4型で汚

染させたそデ、ル食品に作製し，投入したウイル

ス量と回収できたウイノレス量を Real-timePCR 

で比較したところ，特異的ウサギ抗血清を用い

た場合は約 80%，ガンマグロプリン製剤を用い

た場合は約 25%の回収率であった。また， nested 

PCR (二重 PCR)による検出限界を検討したと

ころ，特異的ウサギ抗血清を使用した場合は，

食品 1g当たり 10コピー，ガンマグロプリン製

剤を使用した場合は 35コピーの汚染レベノレまで

検出できた。ガンマグロプリン製剤は特異的ウ

サギ抗血清と比べると 1/3程度の数字 (PCRで

は 2サイクル以内の差)であるが， NoYの他の

型やサポウイノレス， A型肝炎ウイノレスなどにも

幅広く対応できる対応できる利点があり，汎用

プロ トコルとして実事例へ用いることが可能と

なった。
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什:福井県衛生環境研究センター，キ2 国立感

染症研究所，キ3 堺市衛生研究所，キ4 国立医薬

品食品衛生研究所

秋田県の雄物川流域におけるア力ツ

ツガムシ生息状況について-2011年

の調査から一

佐藤寛子，柴田ちひろ，佐藤了悦

秋野手口華子，斎藤博之，安部真理子

斎藤志保子，門馬直太*l，高橋守勺

藤田博己*3，角坂照貴へ高田伸弘*5

川端寛樹*6

第 56回日本寄生虫学会・日本衛生

動物学会北日本支部合同大会

2011年 10月，山形市

近年，アカツツガムシは絶滅したかのように

思われていたが， 2008年と 2010年，秋田県にお

いてアカツツガムシ媒介性のつつが虫病患者が

再び発生した。 2009年以降の調査において，ア

カツツガムシの生息が感染推定地を含む同県大

仙市の観光スポットでも確認されたため，我々

は調査域を雄物川上流~支流まで広げ，アカツ

ツガムシ・ハザードマップ作成を試みているの

で，その経過等について報告する。

調査は 1964年の患者発生記録を参考に，雄物

川上流部の湯沢市から中流部の大仙市にいたる

約 70kmの河川敷を対象地域に，黒布見取り法

によって行った。調査地域の最上流部にあたる

湯沢市郊外では，記録上は患者発生地とされて

いたが，アカツツガムシの生息は確認されなか

った。しかし，隣市を流れる支流との合流点に

近づくにつれ，アカツツガムシが確認されるよ

うになり，観光スポット周辺にいたっては高密

度に生息していることが推定された。ちなみに，

アカツツガムシは水際の砂地に，特に中州での

生息数が多い傾向にあったが，河川沿いの公園

や釣り場等でも確認された。今後は，これらツ

ツガムシの病原体保有状況の検査も含めた調査

継続の必要性が示唆された。

什:福島県衛生研究所，キ2 埼玉医科大学，

勺:大原総合病院附属大原研究所(現:馬原アカ

リ医学研究所) ，叫:愛知医科大学，吋:福井医

科大学，句:国立感染症研究所

秋田県における Shimokoshi型つつが

虫病の 5症例

佐藤寛子，柴田ちひろ，佐藤了悦

秋野手口華子，斎藤博之，安部真理子

斎藤志保子，高橋守*l，藤田博己勺

角坂照貴*3 高田伸弘へ川端寛樹*5

須藤恒久*6

第 56回日本寄生虫学会・日本衛生

動物学会北日本支部合同大会

2011年 10月，山形市

国内における Orientiatsutsugamushi (Ot)の代

表的な血清型のうち， Shimokoshi型はベクター

が未だ不明である上，感染症例の報告も少ない。

今回，秋田県において抗体検査により確認し得

た 5つの症例について報告する。

症例 1: 59才男性，発病年月日 1995110112，発

熱 (38.00C) と発疹，日工門部に刺し口，感染要因

森林作業。

症例 2: 51才男性，発病年月日 1997/10/18，発

熱 (38.00C)と発疹，上腕に刺し口，感染要因水

田作業。

症例 3: 92才女性，発病年月日 2009/5/8，発熱

(38.00C) と発疹，上腕に刺し口，感染要因畑

作業。

症例 4:75才女性，発病年月日 2009/5/17，発熱

(38.30C) と発疹，上腕に刺し口，感染要因山

菜採り。

症例 5:57才男性，発病年月日 2011/5/17，発熱

(37SC) と発疹，背部に刺し口，感染要因畑

作業。

以上の症例の発生地点は県北部が l例と県南

部が 4例で，発生時期は春季 3例と秋季 2例で

あった。 Shimokoshi型 Otは概して人に対する病

原性が弱いとされてきたが，これら 5症例は全

てつつが虫病の 3徴候を認め，典型的な症状を

呈していた。今後，人に対する病原性の再評価と

ともに，ベクター解明に向けた調査の進展が望

まれる。
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什:埼玉医科大学，勺:大原総合病院附属大原

研究所(現:馬原アカリ医学研究所) ，キ3 愛知

医科大学，ネ4 福井大学，吋:国立感染症研究所，

句:秋田大学

秋田県におけるア力ツツガムシ生息域

(2011年)

佐藤寛子柴田ちひろ佐藤了悦

秋野手口華子 斎藤博之 安部真理子

斎藤志保子 門馬直太*1 高橋守勺

藤田博己*3 角坂照貴*4 高田伸弘*5

川端寛樹*6

第 19回ダニと疾患のインターフェースに

関するセミナー

2011年 11月，広島県

秋田県の雄物川流域は古くからアカツツガム

シの生息地として知られ，アカツツガムシ媒介

性つつが虫病患者の多発地でもあった。近年に

なって，秋田県を含むこれまでの生息地におけ

るアカツツガムシは絶滅したかのように思われ

ていたが， 2008年，秋田県において15年ぶりに

アカツツガムシ媒介牲のつつが虫病患者が発生

し，大仙市角間川地区の雄物川河川敷が感染推

定地とされた。 2009年の調査でアカツツガムシ

の生息が感染推定地の他，角間川より 7km下流

の全国花火大会会場でも確認されたが，翌2010

年，角間)11から20km上流でも患者が発生した。

このことを受け，我々は調査域を雄物川支流を

含む上流域の約70kmにまで広げ，アカツツガム

シ・ハザードマップ作成を試みたので，その経

過等について報告する。

調査地域の最上流部にあたる湯沢市郊外では，

記録上は患者発生地とされていたが，アカツツ

ガムシの生息は確認されず，そこから約3km下

流に至ってから確認された。さらに下流の横手

市を流れる支流との合流点に近づくにつれ，多

くのアカツツガムシが確認されるようになった。

一方で調査範囲の最下流部に位置する大仙市郊

外北部の記録上の患者発生地でもアカツツガム

シの生息確認が出来なかったが，そこから 18km 

の上流地点以南では確認されるようになり，雄

物川流域における最も高密度な生息域は花火大

会会場周辺にあることが推察された。また，ア

カツツガムシの生息環境は広い河川敷の中でも

水際の砂地に，特に中州、|での生息数が多い傾向

にあったが，河川沿いの公園や釣り場といった

増水時に水没する箇所にも確認された。今後は，

未調査の支流での調査に加え，ツツガムシの病

原体保有状況の検査も実施し，得られた情報の

地元自治体や保健所への提供などを通して，つ

つが虫病対策に活用することが必要と考えられた。

*1 福島県衛生研究所 *2 埼玉医科大学，

*3:大原総合病院附属大原研究所(現:馬原ア

カリ医学研究所) *4 愛知医科大学，行:福

井医科大学， *6:国立感染症研究所

もみ殻を原料としたリン回収材の開発とそ

れを活用した八郎湖高濃度リン対策への展

開

成田修司，鈴木忠之，石垣修

平成 23年度廃棄物資源循環学会年会

併設研究発表会

2012年 11月東京都

米どころ秋田では，大量発生するもみ殻の焼

却が長年の懸案となっている。近年，焼却に伴

う健康被害の報告もあることから，もみ殻の適

正処理が求められている。当センターでは，こ

のニーズに対応するため，適正処理の過程にお

いて， リンを吸着する水質浄化材へ転換する技

術開発に取り組んだ。著者らは，その浄化材を

本県において富栄養化が問題となっている八郎

湖対策への適用を目指し研究を進めた。

上記リン回収材の開発では， リンと親和牲が

高く環境中に豊富に存在するカルシウム (Ca)

との複合化を試みた。合成したリン回収材を用

いて，リン酸イオンの吸着試験(初濃度[P043-=50

mg/L])を行った結果， 24時間後のリン酸イオン

回収量は， 35 mg/g-sampleとなった。同様に合成

したリン回収材を用いて，種々の共存アニオン

(P043-， N03-， sol-， Cr，濃度:50mg/l)を含む
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溶液から， P04
3・の選択的回収試験を行った結果

を以下に紀述する。crが約 5mg/l 増加 していた
が，N03-， SO/・については回収前後の濃度変化

がほとんど見られなかった。一方， P04
3・につい

ては，回収時間 24時間で，初期限度の約 85% 

を回収していたことから， PO/-のみを選択的に

回収可能であることが明らかとなった。

上記回収材を用いて，フィーノレドにおける小

規模の実証試験を行った結果，湧出水中の 314

程度のリン負荷低減を確認した。また，この技

術が長崎県の諌早湾対策で活用されることにつ

いても報告した。

玉川源泉から湧出する鉄及びアルミニウム

のイオン成分が関与する源泉下流域及び田

沢湖のpH低下機構

成岡修司，高橋英之，佐々木純恵

布悶 潔el，宮田直幸勺

第46回 日本水環境学会

2012年 3月東京都

歌岡県仙北市にある玉川源泉の大l噴は，pH約

1.2の強酸性水を湧出している。その強酸性水は，

長い間下流域の土壌や河川に多大な影特を与え，

その酸性水が導入された田沢博|ではpHが4台に

まで低下 した。 この酸性水対策として，平成元

年には石灰中和処理施設が運転を開始し，源泉

の大部分をpH約3.5まで処理した後，河川に放流

することにより田沢湖のpH改善が進んできた。

しかし，平成14年ごろから同源泉の総酸度 (pp

酸度)が急激に上昇し，下流の田沢湖において

pH低下が観測されるようになった。本研究では，

同源泉の総酸度を構成している強酸成分と鉄の

2価 (Feド)及びアノレミニウムイオン (AI3+)等

の弱酸成分(以降，潜在的酸性成分と記述)が

関与するpH低下の反応機構とその反応が生じて

いると考えられる流域を明らかにすることを目

的に調査を行った。

調査地点は，平成20年から継続的に調査を実

施している源泉(大噴) ，玉川混泉の排水が混

入する中和処理施設周辺の湯川末端部及び同施

設放流口である。各地点で試料水を採取し， pH 

及びFe21鉄の3価 (Fe3+)， A13+の金属イオン濃

度について分析を行った。

上記の調査地点で観測されたpH及びFe2+，AI3+ 

濃度より，湯川|及び同施設から流出する酸性成

分の割合を算出した(表 1)。全体の約4害Ijは同

施設を経由しない湯川の強酸成分が占め，同施

設周辺の河川IpH約4をpH2台にまで低下させた。

また約5害Ijが湯川及び中和放流水中のA13+とFe2+

からなる潜在的酸性成分であった。Fe2+は流下に

伴い鉄酸化細菌の存在下でFe2+がFe3+{こ酸化 さ

れ，式lが進行する。その結果，源泉の下流5km 

付近には河床にFe(OH)3の赤褐色沈殿がみ られ

るようになった。

Fe2+→Fe3+， Fe3++3H20→Fe(OH)31 +3H+ (式1) 
また，一部の A13+はpH約4.8の玉川ダムでは沈

殿せずに流下し，田沢湖 (pH約5.2)付近で‘加水

分解(式2)が進行すると考えられ，理論的に田

沢湖のpHを低下もしくは上昇させない方向に反

応が進む可能性が高いことが明らかとなった。

AI3++3H20→Al(OH)3↓ +3H+ (式2)

表 1 湯川及び中和処理施設から流出する駿性成

分の割合

強酸成分(%) AI3+(%) Fe2+(%) 

中和放流水 15 30 7 

湯川1 39 8 

.，秋田大学大学院工学資源学研究科，・2 秋

田県立大生物資源、学部

玉川酸性水中和対策がもたらす副次効果

佐々木純恵，成田修司，高橋英之

布田 潔・l，宮田直幸・2

第46回 日本水保境学会

2012年 3月，東京都

秋田県仙北市にある玉川源泉から湧出する強

酸性水 (pH約1.2)は，大部分が玉川中和処理

施設で pH約 3.5まで石灰中和された後， 玉川支

流の渋黒川に放流されている。当センターでは，
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この中和処理過程において，シュベルトマナイ

ト (Sch)様化合物が形成され，同処理施設放流

口に堆積していること を明らかにした。この Sch

は，一般的に，ヒ素 (As)等の重金属を取り込

む性質をもつことが知られている。そこで，本

研究では Sch様化合物中が，源泉中の重金属を

取り込む挙動を明らかにし，水質への副次効果

について検討を行った。

本調査では，大I噴の源泉，中和処理施設の中

和処理水と同処理施設放流口の堆積物である

Sch様化合物を採取し，As，鉛 (Pb)，ク ロム

CCr) について定品分析を行った。

源泉，中和処理水， Sch様化合物の重金属濃度

を表 lに示す。これらの結果から， pH約 1.2の

源泉が中和処理により， pH約 3.5まで酸性を弱

められる過程において，上記重金属を取り込み

ながら， Sch様化合物が形成されたと考えられ

る。その一部が同処理施設放流口に堆積したこ

とにより，さらに Sch様化合物に重金属が高濃

度に蓄積されたと推察される。このような重金

属の挙動は同処理施設において酸性を弱めるた

めに行っている処理の副次的な効果であり，下

流域の重金属の濃度低下に大きく貢献している

と考えられる。

表 l 源泉，中和処理水， Sch様化合物中の

As， Pb， Cr濃度

源泉 中和処理水 Sch様化合物
(mg・じ1) (mg'L") (mg・kg・1)

As 4.2 <0.001 14.0 x 103 

Pb 1.2 0.49 0.61 x 103 

Cr 0.10 0.014 0.19 x 103 

.， 秋田大学大学院工学資源学研究科，・2 秋

田県立大生物資源、学部

マツ林に生育するキノコへの農薬の影響

小林貴司，松治l亜希子，松田恵理子

菅原冬樹ぺ阿部実・1

第 102回日本食品衛生学会学術講演会

2011年 9月，秋田市

松くい虫による松枯れ病を防止するために，

日本海沿岸の松林ではネオニコチノイド系農薬

のアセタミプリ ド，チアクロプリドが散布され

ている。これらの農薬は，自然環境中で徐々に

減少するが，松林に発生するキノコに及ぼす影

響に関しての知見は少ない。そこで，松林で採

取したキノコについて農薬含有盆を調査し，安

全性についての評価を行った。また，より直接

的にキノコへの農薬影響を評価するために，高

濃度農薬含有培地でキノコを生育し，吸収試験

を行った。

収穫最盛期の秋に採取したキノコを測定した

結果，アセタミプリドが散布された地点のキノ

コは，すべて一律基準 (0.01μg/g)以下の濃度

であった。一方，チアクロプリドが散布された

地点では，分解物であるアミド体においてわず

かに基準を超える 1検体 (0.02μg/g) があった

が，チアクロプリ ド自体はすべて一律基準以下

であった。

農薬吸収試験の結果，採取したすべてのキノ

コから農薬は検出されなかった。生育の過程で

キノコが農薬を吸収しないことから，マツ林の

キノコに農薬が検出される要因は，散布時に直

接付着したときや，マツ葉などの農薬含有堆積

物にキノコが接触したときなど，直接または間

接的な接触によるものと考えられた。

・I 秋田県農林水産技術センタ}森林技術セ

ンター

LC-MSjMSを用いた畜水産物中の動物用医薬
品の一斉分析法における精製法の検討

松沸l亜希子，松田恵理子

第102回日本食品衛生学会学術講演会

2011年9月，秋田市

畜水産物中の動物用医薬品の分析を精度よく

行うためには，試料中の脂質の除去が重要であ

る。今回，脂質の中からリン脂質に焦点をあて，

その精製法の検討を行った。 リン脂質は両親媒

性で目的物質との分離が困難であり， LC・MS/MS

分析の際，イオン化抑制等の原因となる。そこ

で，一律基準レベルに対応した分析をするため

に，数種のタイプの異なる固相カラム(脂質等
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の高分子衆雑物除去のための4種，リン脂質除去

のため6種の計10種)を選択し，精製効果等につ

いて比較した。

測定対象成分は，抗生物質，ホノレモン剤，駆

虫薬等の計98成分とし，対象食品は，鶏肉，豚

肉，牛肉，サケ，エビ，鶏レバー，牛乳，鶏卵，

ウナギ蒲焼きとした。

厚生労働省通知， HPLCによる動物用医薬品等

の一斉試験法聞を改良した方法により試験溶液

を調製し， LC・MS/MSを用いて測定した。カラム

の精製効果の評価は，添加回収試験で行い，試

料あたり 10ppbとなるように添加した。

脂質等の高分子爽雑物除去のためのカラムに

ついては， Oasis HLBで最も多くの成分を回収で

きた。さらにリン脂質を除去するために， Oasis 

HLBの迫加精製として，リン脂質に選択性が高

いカラムについて検討した。その結果， MonoSpin 

TiOを用い， 1%ギ酸アンモニウム/メタノーノレで

溶出する条件で，最も多くの成分の回収が可能

であった。

Oasis HLBおよびMonoSpinTiOの2つのカラム

を併用し， 9種類の食品について，添加回収試験

を実施した。鶏レバー，ウナギ蒲焼きを除いて，

約8害IJの成分で回収率50.........120%，併行精度 (RSD

%) 20%以下と概ね良好な結果が得られた。 レ

ノくー， ウナギ蒲焼きでは，マトリックス添加検

量線を用いることで，結果が改善された。
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2. 他紙掲載論文

Virulence gene profi ling of 

enteroaggregative Escherichia coli 
heat-stab I e enterotox i n l-harbor i ng E 

coli (EAST1EC) derived from sporadic 
diarrheal patients 

Takayuki Konno， Jun Yatsuyanagi， Shioko Saito 

FEMS Immunology and Medical Microbiology， 

64，3，2012，314・320.

Between 2007 and 2009， a total of 2168 

Escherichia coLi strains derived from diarrheal 

patients， defined as putative diarrheagenic E. coli 

(DEC) ， were collected from medical institutions in 

Akita prefecture， Japan. Thirty five of the strains 

lacked typical pathogenic determinants of DEC 

other than astA， which encodes enteroaggregative 

ι coli (EAggEC) heat-stable enterotoxin I 
(EAST 1) . These E. coli strains are referred to as 

EASTI EC. Several stlldies have sllggested a role of 

EAST 1 in diarrhea; however， the correlation 

between diarrhea and the presence of astA remains 

inconclusive. To investigate whether EAST 1 EC 

strains derived from diarrheal patients shared 

pathogenic factors other than EAST1， virulence 

gene profiIing of 12 virlllence genes -iha， Lpj礼

IdaG， piLS， pic， pet， irp2， daa， aah， aid， cdtB and 

hlyA -was carried out. PCR analysis revealed that 

four of the 35 EASTI EC strains harbored only αstA， 

24 harbored genes associated with adhesins and 

intestinal colonization， three strains harbored the 

gene for α-hemolysin， and 24 strains harbored the 

gene for a siderophore. These resu Its indicated that 

some EAST1 EC strains harbor various virulence 

genes associated with distinct E. coLi pathotypes， 

primarily enterohemorrhagic ιcoli and EAggEC， 
which may represent additional patbogenic 

determ inants of EAST 1 EC. 

1年にわたる気管支炎 ・肺炎の流行と検出ウ

イルスの推移

斎藤博之，佐藤寛子，秋野和華子，藤谷陽子

安部真理子

病原微生物検出情報

32.8.2011.18-19 

ヘノレパンギーナやインフノレヱンザといった特

定の疾患に含まれない，いわゆる“かぜ症候群"

の検体として，これまでは咽頭炎や上気道炎な

どの診断名のものが多数を占めていた。しかし，

最近 l年間 (2010年 5月'""'-'2011年 6月)の病原

体サーベイランス定点の小児科から持ち込まれ

た検体を備11敢すると，咽頭炎 ・上気道炎由来の

ものが 54検体であったのに対し，気管支炎，ま

たは肺炎と診断されたものが 224検体と 4倍以

上にのぼり時吸器感染症の様相が変化しつつあ

るように恩われる。また，これらの下気道疾患

の中でH崩息の併記があるものが 68検体と3割近

くに及び，1咳が選延する傾向が推察される。本

稿では，上記の気管支炎 ・肺炎由来の検体から

検出されたウイノレスの推移について報告する。

検体からは， ヒトメタニューモウイノレス，パ

ラインフノレエンザウイノレス， RSウイノレスなどが

検出されたが， 2010年 10月をピークとしたライ

ノウイノレスの流行が目立っている。この時期lに

は診断名に哨息が併記された検体が多く， 2010 

年 9月 (6検体) . 10月 (20検体). 11月 (7

検体)であった。ライノウイノレスは基礎疾患を

持たない子供に感染しても軽症で経過するのに

対し，アレノレギ一等の目指息体質を持つ子供が感

染すると気道狭窄を引き起こして重症化するな

ど，異なった病態を示すことが知られている。

図 2は検体添付の調査票にI怖息の記載があった

ものと無かったもので検出ウイノレスの差異を比

較したものであり， ライノウイノレスが目指息発症

の重要な因子であることが見て取れる。今回の

調査で"不検出"となった検体については，エン

テロ ウイノレス， アデノウイノレス， インフノレエン

ザウイノレス (A 型. B 型) .及びマイコ プラズ

マ ・ニューモニェの検出も試みたが陰性であっ

た。他の病原体の可能性も当然残るが，春から

初夏にかけての検体で不検出のものが多いこと
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から，花粉アレノレギーで受診した患者のものが た特異的抗血清の 1/3程度となるが (PCRでは

含まれていることも考感すべきである。気管支 2サイクノレ以内の差)， NOYの他の型や，サポ

炎 ・肺炎の多発傾向が一過性のもので終わるか， ウイノレス (SaY)， A型肝炎ウイノレス(HAY)など

今後も定着するかについては継続的な調査で明 へも幅広く対応、できるという利点がある。これ

らかになっていくものと恩われる。 までのところ，ガンマグロプリン製剤は， NOY 

では 12遺伝子型(G1/3，GII4， GII8， GI/9， GII/2， 

GII/3， GIJ/4， GII/5， GIII6， GIIIl2， GIIIl3， GIJ/I8)， 

パ ンソルビン・ト ラップ法による食品からの

ウイルス検出法

斎藤博之，東方美保ぺ阿 智一郎ペ

片山和彦ペ 問中智之ぺ野田 衛叫

病原微生物検出情報

32， 12， 201 J ，4・6

平成 9年に食品衛生法の中に初めてウイノレス

が登場し， ウイノレス性食中毒という概念が確立

したのは，歴史の一つの節目と言える。 しかし

一方で，カキ以外の一般的な食品からウイノレス

を検出する方法として， 一応の標準としてポリ

エチレングリコーノレ (PEG)沈澱法が存在して

いたものの手探りの状態が続いてきた。そこで

平成 19年から厚生労働科学研究費補助金(食品

の安心 ・安全確保推進研究事業)による研究の

一環と して，食品中のウイルスを検出するため

の実践的手法の開発に関する研究がスタ}トし

た。その結果，固形，液状，練り物，油物など

の多種 ・多様な食品からノロウイノレス (NoY)

に代表される食中毒起因ウイルスを検出するこ

とができるパンソルピン ・トラップ法(パン ト

ラ法)を開発し，ノレーチンの食品検査として実

施可能な段階に達してきたため，本稿にてその

概要を紹介する。

パントラ法の基本原理は，食品乳剤中にウイ

ノレスに対する抗体を添加することにより，抗原

抗体複合体を形成させ，それを黄色ブドウ球菌

表面のプロテイン Aに吸着させることで，菌体

とともにウイノレス粒子を沈殿 ・回収することで

ある。添加する抗体として，開発時には GIl/4

型の NoYウイノレス犠粒子 (YLPs)を免疫して

作製したウサギ抗血清が用いられた。その後，

実践使用のための安定的な抗体供給源として，

市販ガンマグロプリン製剤lを用いる汎用プロ ト

コーノレが考案された。回収率はウサギで作製し

サボウイルスではヒトに感染する 4種類全ての

型，他に A型肝炎ウイノレスとアデノウイノレス 41

型において有効であることを確認している。ま

た，流通食品が疑われる大規模・広域事例では，

最初に感染して回復した人の血清を用いること

も可能である。当事者の協力が得られることが

大前提となるが，不幸にして社会問題に発展し

た場合には原因究明のための選択肢のーっとな

るであろう。

以上のとおり，パントラ法は食品検体から調

製された乳剤を濃縮 ・精製して RNA抽出液を得

る段階までを担保するものであり，それ以降の

逆転写反応や PCRについては既報に従うことに

なる。多くのケースでは逆転写反応前に DNase1 

処理を行っているが，α-Amylaseも同時に添加す

ることで検出効率が向上する。また，ランダム

プライマーよりも，特異的プライマーを用いて

逆転写反応を行った方が，検出効率は高い。ポ

テトサラダと焼きそばを，NoY-GlI/4で汚染した

そデノレ食品に作製(様々な汚染レベルのもの)

し，ガンマグロプリン製剤を用いたパン トラ法

で抽出した RNAから nestedPCR (1 st.PCR: 

COG2F/G2・SKR，2nd.PCR: COG2F/COG2R ~こよ

る Real-timePCR)による検出を試みたところ，

いずれも食品 Ig当り 35コピーの汚染レベルの

ものまで検 出 できた 。 2nd.PCR の段階で

Real-time PCRを用いると結果は定性扱いとなる

が，ゲ、ノレ電気泳動をハイプリダイゼーションで

確認したのと同義であることから，タイムプレ

ッシャーの中で高感度を求められる局面におい

ては効果的と考えられる。

川:福井県衛生環境研究センター，・2 国立感

染症研究所，勺:堺市衛生研究所，吋:国立医薬

品食品衛生研究所
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食品中のノロウイルス検出の汎用化を目指

したパンソルビン ・ト ラップ法の開発

斎藤博之

日本食品微生物学会雑誌

29，1，2012，32-37 

平成 9年に食品衛生法の中に初めてウイノレス

が登場して以来，糞便検体に対する検査技術は

長足の進歩を遂げ，簡易検査キッ トによるベッ

ドサイド診断も可能となっている。一方，食品

検体からのウイノレス検出は困難を極め. r糞便
は検査できるが，食品の検査は難ししリといっ

た状態のまま 10年が節目したそこで平成 19年から

厚生労働科学研究費補助金(食品の安心 ・安全

確保推進研究事業) による研究の一環として，

食品中の NoVを検出するための実践的手法の開

発に関する研究がスタートした。その結果，パ

ンソノレビン ・トラップ法(パントラ法)を開発

し，固形，液状，練り物，油物などの多種 ・多様

な食品から NoVを検出することが可能となった。

開発段階では様々な反応条件を最適化するた

めに系を単純化する必要があり.NoV-G1lI4型で

汚染させた市販食品をそデ、ノレ食品とした。添加

する抗体と して GIII4型の NoVウイノレス様粒子

(VLPs) を免疫して作製したウサギ抗血清(国

立感染研ワイルス第 2部第 l室において作製)

を用いて検討した。 しかし，このようにして作

製された抗血清は理論上の裏付けはあるものの

絶対量が少なく，全国の食中毒事例に対応する

には全く足りないという問題に直面した。多く

の検討を重ねた末に.1万人単位で、プーノレされた

血蝶から製造 -販売されているガンマグロプリ

ン製剤を利用することでこの問題を解決するこ

とができた。これまでのところ，ガンマグロプ

リン製剤は.NoVでは 13遺伝子型 (Gl/3，Gl/4， 

GI/8， Gl/9， GI/J 4， GW2， G1II3， G1II4， GIII5， 

GIJ/6， GIJ/I2， GIIII3， GIl/18) ，サポウイノレス

ではヒトに感染する 4種類全ての型，他に A型

肝炎ウイノレスとアデノウイノレス 41型において有

効であることを確認している。

食品からのウイノレス検出法は， 10年以上にわ

たって世界中で検討が重ねられてきているテー

マであり，原理の異なる様々な手法が考案され

ている。本稿で紹介したパントラ法は，最初か

ら日常業務に取り入れることを前提として設計

されたものであり，ある意味一つの完成形と言

える。高速冷却遠心機等の大型機器を使わない

ことや，必要な全ての試薬を市販品として入手

できることは導入が容易であることを意味して

いる。運用面においては，パン トラ法は言わば

“骨格プロトコーノレ"であって， 抗体等の添加試

薬はそれぞれの事情に応じて入れ替えられるよ

うに柔軟性を持たせてある。今後は実事例を積

み重ねながら，随時改良を加えていくことにな

るが，そのためにもできるだけ多くの機関で使

われることを期待している。

地方都市における OraI sex経験者の

N.gonorrhoeaeおよびc.trachomatisの検出
状況

佐藤寛子，柴田ちひろ，

能登彩ぺ能登舞ペ能登宏光・3

日本性感染症学会誌， 12，1，2011，99・107

Oral sex経験者 125例を対象に初尿と咽頭ス

ワブ及びうがい液を検体として， 淋菌とクラミ

ジアの検出状況を検討した。併せて，病原体を

real-time PCR法で定量解析 し，スワプとうがい

液の有用性を比較検討した。尿検体の淋菌ある

いはクラミジア陽性率は.Oral sexを患者とパー

トナ}両者が行った A群が 49.5%，パ}トナー

だけの B群が 50.0%であった。また，咽頭検体

陽性率は， A鮮が 15.9%，B群が 16.7%であっ

た。尿，咽頭検体の阿方が陽性であったのは， A

群が 12.1%. B群が 16.7%であり，両群聞に有

意差はなく ，Oral sexはどちらの行為でも感染リ

スクがあることが示唆された。また， うがい液

の検出率は 95.0%，スワブは 50.0%であり ，双

方の病原体コピー数には顕著な差がなかったこ

とから，患者の負担軽減の苗からもうがい液が

有用と考えられた。

川:秋田大学医学部付属病院，勺:かづの厚生

病院，・3 秋田泌尿器科クリニック
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