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第1章 序 論

第1節 本研究の目的

自然水をそのままで飲用すれば 、細菌やウイルスな どによる感染症が起 こる可能

性がある。これに対 して浄水場では、これ らの微 生物の活性 を失わせるために、通

常塩素による消毒が行われ 、その結果 、我々は安心 して水道の水 を飲む ことがで き

る。

しかし、塩素は、微生物 に作用す るとともに水中の有機物 とも反応す る。そ の結

果 、有害な有機塩素化合物が生成 し、そ の代表的なものが トリハ ロメタンである。

塩素消毒 をす る限 りこうした有機塩素化合物 の生成は避け られない。

塩素消毒によって微生物的な危険性をな くす ことができる反面、新たに発癌な ど

副生成物による危険性が発生する という塩素消毒 の相剋が ここにある。

この問題に対 し、塩素消毒方法について 、代替 消毒剤 を導入す ることを含 めての

見直 しが行 われてきている1》2}。消毒のあ り方についての検討は、上水処理システ

ムの将来像 と対応 させて行 う必要があ り、その視点には種 々の ものが考え られ る。

本研究 は、その うちで も最 も基本的な、消毒剤そ のものの特性を比較す ることに焦

点 をあてるものである。塩素とその代替消毒剤については、これまでの研究か ら、

その特性に関する知見が徐々に蓄積されつつある3}4}。 しか し、根本的に基礎資料

が不足 してお り、明確に判断するためにはさらに多 くの基礎研究が必要である。そ

こで本研究 は、消毒処理水の有害性 と消毒効果とを同時に調べ ることによって 、塩

素 とその代替消毒剤の特性を比較し、単一の消毒剤 として 、塩素よ りも優れた消毒

剤があ りうるかについて検 討することに目的 を集 中す る。

っ ぎに本研究における視点を示 してみる。まず 、消毒処理水の安全性に対 しては、

副生成物による有害性 と、微生物的な安全性 との両面を評価す る必要がある。また 、

後者 の微生物的な安全性 とは、消毒剤の微生物に対す る不活化 力と、消毒剤そのも

のの残留性 、という2つ の特性によって達成 され うるものである。ここで残留性 に

も着 目する理 由は、上水 は飲料水 として.給 水栓 に至るまでは微生物 に対する安全

性が確保されている必要が あると考えるためである。したがって.不 活化力が強
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くて も残留性 がないならば上水の単一の消毒剤 として使用する ことはで きない し・

逆 に残留性 に優れたものであって もその不活化力が弱 いならばやは り消毒剤 として

は不適当であると考 える。以上よ り本研究では、消毒処理水の安全性 を以下の3つ

の特性 、すなわち、①消毒副生成物による有害性,② 消毒剤の微生物 に対する不活

化力,③ 消毒剤そのものの残留性 、によって評価す る。消毒副生成物 による有害性

が低いほど、消奏剤 の微生物に対す る不活化力が強いほど、消毒剤その ものがよ く

残留するほど、消毒剤の特性 としては優れていることになる。図1。1は、以上の 、

本研究にお ける消毒処理水 の安全性評価 のための観点 を示 したものである。

このような視点に立ち 、本研究は、塩素 とそ の代替消毒剤の特性を比較する こと

によ り、塩素よ りも優れた単一の消毒剤が ありうるかにつ いて実験的に検討す る こ

とを目的とす る。なお 、消毒剤の特性の評価項 目としては、他 に、コス ト,臭 味,

操作性などがあるが、本研究では これ らの項 目はとりあげない。

{
消毒副生成物による有害性

微生物的安全性 {
消毒剤の不活化力

消毒剤の残留性

図1,1本 研究における消毒処理水の安全性に対する評価項 目

第2節 本研究の構成

前節で述べた 目的を達成するため 、本研究では以下のような展開を行 う。

本研究では 、消毒処理 した水 中に含 まれ る副生成物による有害性 を、その変異原

性 によって測定する。変異原性試験 としては哺乳動物の培養細胞を用いた染色体異

常試験を行 う。第2章 では 、この染色体異常試験 の結果を客観的に定量化するため

に画像解析 を導入 し、画像解析による異常染色体 の検出方法 を開発す る。

第3章 で は、開発 した画像解析方法を用いて 、各消毒処理水の変異原性を比較検

討す る。

ここで変異原性 とは、 「遣伝子 の基本構造であるDNAへ 障害をもたらす性質」5}
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表1.1主 な変異原性試験 の種類5}

1.遺 伝子突然変異を指標 とする試験
a,サ ルモ フ ど}を用いる遣伝

子突然変異試験
b.哺乳類培養細胞を用いる遺伝子突然変異試験
c,シ ョウジョウバエを用いる伴性劣性致死試験

d.マウスを用いるスポットテス ト
e.マウスを用いる特定座位試験
2.染 色体異常を指標 とする試験

a,を 用いる 体異常試験
b,げっ歯類の骨髄細胞を用いる染色体異常試験
c.マウスを用いる小核試験

d,げっ歯類の生殖細胞を用いる染色体異常試験
e,げっ歯類を用いる優性致死試験

f,マウスを用いる相互転座試験

g,酵母を用いる染色体異常(異数性)試験
h,植物を用いる染色体異常試験

3.DNA損 傷を指標とする試験

を用いるファージ曽 試験
b,微生物を用いるDNA修 復試験(Rec-assay}
c,哺乳類細胞を用いる不定期DNA合 成(UDS)試 験
d,哺乳類細胞を用いる姉妹染色分体交換(SEC)試 験
4.そ の他の試験

と理解 されているが 、この性質を検出するための変異原性試験には表1,1に 示 した

ような種類がある。この うち、哺乳類培養細胞を用いる染色体異常試験は 、1)ヒ

トを含む哺乳動物細胞 を試験対象 とす ることができる,2)動 物個体 を用いる方法

に比べて比較的簡便 、迅速である,3)薬 物に対する感受性が高い 、な どの特徴を

有 してお り、本研究では これを用いる。

染色体 は、高等生物細胞の分裂期に観察できる。分裂期でない時期にはDNAは 細

胞核 内に散 らばっているが 、分裂期が近づ くと、DNA繊 維や蛋 白質が折 りたたまれ

て凝縮 し始め 、分裂中期 には最も太 くかつ短縮 して.塩 基性 色素によ く染ま り光学

顕微鏡 による形態観察 に適 した状態 となるω。

細胞が変異原性物質に暴露され ると、染色体の構造に異常が観察される ことがあ

る。 この原因としては 、染色体の基本構造で あるDNAに 対する傷害が考 え られる。D

NA上 の傷害は、多 くは修復機構によって元に戻るが 、一部は修復 されなかった り誤

って修復 され る結果 、染色体の形状 に変化が起きる。この ことか ら、染色体異常は

遣伝毒性や癌原性の指標 のひ とつにな りうるものと考えられてきた 。動物にお ける
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発癌性の強さと染色体異常誘発性の強さには 、図L2に 示すよ うな相関関係が得 ら

れている7}。

染色体異常試験に使用 した培養細胞は、チャイニーズ ・ハムスター肺細胞(CH

L)で ある。CHLを 使用 した理 由は、1)染 色体が25本 と少ない上 、染色体が大

きいので異常の観察に適 していること,2)増 殖が速 く実験が短期に行える こと,

3)感 受性が高いこと8》、などである。

第4章 では、消毒剤 の微生物に対する不活化特性 にっいて調べている。

現行の飲料水水質基準 における微生物の項 目は細菌だけであ り、これでは不十分

である。特 に化学物質 の基準項 目数が飛躍的に増大 しっっあるの と比較 して 、立ち

遅れているとの指摘 も強い9)。 米国の飲料水水質基準 における微生物の項 目を表1,

2に 示す10)11》 が 、日本では依然 として大腸菌群 と一般細菌だけである。

飲料水 の微生物的安全確保のためには、細菌学的項 目に加えて、まず ウイルスの

項 目を加 える必要性が指摘されて きた12,。 しか し、ウイルス試験は、広 く容易に

行える とはいえず 、q)新 しいウイルス計測法の提案,ω 指標微生物の導入などの
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表1.2米 国飲料水水質基準における微生物の項 目10}

StatusNIPDWR猛CLGMCL

Reg,

Cηp'05porf曲 加 L-一 一

σ1afd'∂1a皿 わ〃a F-zeroTT

ムθ910η θ〃a Fb-zeroTT

Standardplatecount Fb-NATT

Totalcolifom Fyes猛ero.零

Turbidity FyesNA1&5NTU/PS
Vhuses Fb-zeroTT

L:1孟stedforregulation

F:linal

b:F孟nalforsystemsuslngsllrfacewater:alsobeingconsideredforregu且aUon

undergroundwaterdisinfectionru且e

NIPDWR:Nationallnteri皿PrimaIyDrlnkingWaterRegulation,Interi皿enforceable

drlnkingwaterregulationsfirstestablishedundertheSafeDrinkingWater

Actthatareprotectiveofpublichealthtotheextentfeasible,

HCLG:MaximumContaminantLevelGoal,Anon-enforceableconcentrationofa

drinklngwatercontamlnantthatisprotecUveofadversehumanbealth

effectsandaIlowsanadequatemarginofsafety,

MCL:MaximumContaminantLeve1.Maximumpermissiblelevelofacontaminantin

waterwhichisdeliveredtoanyuserofapublicwatersystenL

NA:notappllcable

TT:treatmenttech皿ique;Treatme皿tmustachieveatleast99,9percentremoval

and/orinactivationofσ1aτ4121amわ11acystsand99,99percentremovaland/

OrinaCtiVatiOnOfVirUSeS,
88:Nomorethan5%ofthesamplemaybeposltive

.Forsystemscollectingfever

than40samples/month,no童norethanlsamplemaybepositive.

1&5NTU:ThesearetwoMCLsforturbidity.ThemonthlyaverageHCLlslNTU;the

two-dayconsecutiveaverageMCLis5NTU,

提 案 が され て いる 。指標 微 生物 に関 して は 、細菌 指標 を と りいれ る との提 案 もあ る

が 、大 腸 菌 フ ァ ージが有 望 視 されて い る13)14》 。大腸 菌 フ ァ ージ とは 、細 菌 ウイ ル

スの一種で特 に大腸菌を宿主とするウイルスをさすが 、形態,構 造,化 学組成の面

で水道で問題 となる腸内ウイルス と良 く似ているものがあ り、その検 出が容易であ

る。第4章 では、大腸菌ファージをウイルス汚染の指標 として とりあげ、不活化実

験 に用いている。

さて 、自然水 中にお ける細菌は、生菌の他に、さまざまなス トレスによって正常

な増殖能 を失っているものがあることが知 られる15}。 また塩素処理な どによって

もそれが不完全な場合 、すべてが死滅せず 、生き残るものもある16}。 これ らの菌

は、適 当な環境に恵まれ さえすれば、もとの正常な状態に回復 し増殖することが考
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え られる1η 。これ らの点 を考慮 し第5章 では、消毒処理過程 におけるこれ らの菌

に着 目してその挙動を把握する。

第6章 では、実験結果 を総合し、消毒処理水の相対的安全性に関す る結論 を得る

ことを目的とする。本研究における消毒処理水の安全性に対する評価項 目を示 した

ものが図Llで あったが、 このうち 、消毒副生成物 による有害性につ いては第3章

の染色体異常試験 によって調べ、微生物的安全性のうち消毒剤の不活化 力にっいて

は第4章 の大腸菌ファージの不活化実験によって調べている。消毒処理水の微生物

的安 全性 を確保す るもう一つの条件である、消毒剤の残留性についての実験が残さ

れているが 、これにっいては第6章 第1節 で実験的考察を行 う。以上で 、本研究に

おける消毒処理水 の安全性に対す る評価項 目につ いての結果が得 られるので 、第2

節で これ らを総括する ことによ り、消毒処理水の相対的安全性について の実験的結

論を得 る。しか しこの実験結果を総括 した結論のうち、消毒処理水の微 生物的安全

性の評価については、消毒剤の不活化力 と残留性の役割を定性的に考察す ることに

よってなされるにとどまる。そ こで第3節 では、消毒処理 における反応 をモデル化

する ことによひ、消毒剤の不活化力 と残留性の役割にっいて定量的な考察 を可能に

する。この考察は、大腸菌ファージに対す る不活化力 とともに、第5章 で行 った大

腸菌 の回復 と再増殖を考慮 して行 う。しか る後 、このモデルを活用 して消毒処理水

の安全性にっいての検討 を行 う。第4節 で は、以上の検討によって得 られ る結果 を

既往 の研究 と対比 させて総合的に考察することによ り、本研究の 目的であった 、4

種の消毒処理水の安全性についての結論を得る。また この結論の もっ限界や今後の

課題点 も提示する。

消毒処理水の有害性 を比較す るためには、本研究の染色体異常試験のようなバイ

オアッセイ を行 うことが最も望 ましい。それは 、種類のみな らず化学物 質としての

特性 もが多様である副生成物に対 し、バイオア ッセイはそれ らの総括的水質指標 と

みなせるか らである。それに対 し、消毒副生成物 を分析することによって、処理水

の有害性 を推定 しようとす るアプローチがあ り、既往の研究では消毒処理水の有害

性 の比較にも利用 されている。 しか し本研究のように、異なる消毒剤で処理 した処

理水 を対象 とする場合 、ある副生成物を分析 してその有害性 を比較す る ことは大変

注意深 く行わなければな らない。それは、各消毒剤はそれぞれ有機物 との反応性が

少しずつ異なるか らである。現在 、副生成物 としては多 くの場合、 トリハ ロメタン

やTOX(全 有機ハロゲン化合物}が とりあげ られているが 、適切な指標 として確立 さ
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れているわ けではない。本研究では、消毒処理水の染色体異常誘発性 に対する副生

成物の寄与 に関する検討を行い 、これ を付録 として掲載す る。第6章 第4節 では、

その結果か ら、副生成物の分析によって消毒処理水の有害性 を比較す るためにはい

かなる物質 に着 目すべきかについて述べ 、あわせてバイオアッセイを基本とした有

害性の測定 にその結果をいかに生か しうるかにっ いて考察 を行 う。

第7章 では、本研究での成果 をまとめ結論 とす る。

第3節 本研究でとりあげる消毒剤とその反応性

水 の消毒方法自体 は、表1.3に 示すように、様 々な用途における要請か ら種々開

発されている3)が 、水道水に適用 しうるもの としては、塩素,二 酸化塩素,ク ロラ

ミン,オ ゾン,紫 外線 に限定される場合がほ とん どである'8》。さらに本研究では 、

化学酸化剤 による副生成物の生成 を念頭に置いているので 、本研究で とりあげる消

毒剤は紫外線 を除く上記4種 とする。

ここでは、塩素,二 酸化塩素,ク ロラミン,オ ゾンの各消毒剤の反応性 を、本研

究を展開す る上で必要 な事項に限定 してまとめる。

3.1塩 素19)20}21}

表1.3水 の 消 毒 方 法 の種 類3}

物理的
方法

加熱,紫 外線照射,ガ ンマ線照射,X線 照射

化学的
方法

酸化剤

ハロゲ

ン類

塩素(液 化塩素,次 亜塩素

酸塩クロラミン,有 機塩素剤,
二酸化塩素),臭 素,ヨ ウ素

ハロゲン

類以外

オゾン,過 マンガン酸カリウム,過 酸化水素

金属 銀材ン,銅 イオン,鉄 酸塩

界面活性剤 逆性石鹸

酸,塩 基 強酸,強 アルカ リ

イオン交換体 イオン交換樹脂,イ オン交換膜
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塩 素C12は 、水 に溶解 す る と加 水分解 によ ってHOC1(次 亜 塩 素 酸}と な るが 、さ ら

にそ の 一部 が解 離 してOC「(次 亜 塩素 酸イ オ ン}が 生 成す る 。 これ らの 反 応 は次 式 で

表 され る 。

C12十H20→HOC1十H+十Cl-(1}

OH-
HOC1→OC1-(2}
　

H+

した が って 、水 中で の塩 素 の主 な化 学 形 はHOC1,0C「,C1、,C「 で ある が 、そ れぞ

れ の存在 量 の 比率 はpHに 依 存す る 。 この う ちCI一に は酸化 力や 殺 菌 効果 はな く、無

効 化 した とい われ る 。他 の3種 にっ いて 、存 在比 のpH依 存 性 を示 した もの が 図1,3

で あ る。通 常 の水処 理 の 範 囲で ある 中性付 近 で は 、HOC1とOC1一 が共 存 して い る 。重

要な 点 は 、HOCIとOC1一 とで は 、そ の酸 化 力,殺 菌 力が著 し く異 な る こ とで あ る 。酸

化 剤 の酸 化 力 を示す 標 準 電極電 位 を表1、4に 示す が 、OCI一 よ りもHOC1の 方 が値 が 大

きい 。殺 菌 力 で は 、OC「 の殺 菌力 はHOC1の 数 十分 の1に す ぎな い といわ れ る 。 した

がっ て 、塩 素 の酸化 力,殺 菌 力 はpHに 大 き く依存 す る 。

な お 、塩 素剤 と して 次亜 塩素 酸 ナ トリウム を使 用 す る こ とが あるが 、 この場 合 も

次 式 のよ うに水 中で 水 と反 応 して 次亜塩 素 酸 が生 成す る 。

NaOC1十H20→HOCI十Na+十 〇H-(3)

HOC1の 反応 は 、求 電 子反 応で あ るが 、有 機 物 は これ によ って 塩素 化 あ る いは酸 化
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表1.4酸 化剤の標準電極電位20》

標準電極電位の値が大きいことは、その反応が起きやすい(還
元 されやすい),す なわち他の物質を酸化 しやすいことを表す。

酸化剤 反応式 EO,V

塩 素

次亜塩素酸

次亜塩素酸イオン

ク ロラミ ン

モノクロラミン(酸性)

ジクロラミン(酸性}

モノクロラミン(塩基性}

ジクロラミン(塩基性}

オ ゾン(酸 性)

オ ゾン(塩 基性}

過酸化水 素(酸 性)

C12(9♪ 十2e-→2C1-

HOC1十H+十2e-→C1-十H20

C且〇一十H20十2e-→C1-十20H一

NH2Cl十H20十2e-→Cl-十NH3十 〇H-

NHC12十2H20十4e-→2C1-十NH3十20H一

NH3C1+十H+十2e-→CI-十NH4+

NHC12十3H+十4e-→2C且 一→-NH4+

03十2H+十2e-→02十H20

03十H20→02十20H一

H202十2H+-1-2e→2H20

過酸化水 素(塩 基性}HO2-+2e一+H、0→3HO順
二酸化塩素

亜塩素酸イオン

塩素酸イオン

過マンガン酸塩(酸性)

CIO2十2H20十5e-→C1-十40H-

C102-十2H20十4e-→Cl-十40H-

C103-十H20→-2e}→C102-十20H-

MnO4-十4H+十3e-→MnO2十2H20

MnO4十8H+十5e-→Hn2+十4H20

過 マンガン酸 塩(塩 基 性}MnO、 一+2H、0+3e『 → 題nO。+4Hr

酸素(酸性)

酸素(塩基性)

02十4H+十4e-→2H20

02十2H20一 ト4e-→4HO一

ヱ,36

1,49

0.90

5

9

0

4

7

4

8

5

1

6

5

8

9

8

3

0

τ

7

4

3

0

2

7

8

τ

7

3

6

4

5

2

4

0

0

1

1

2

1

1

0

1

0

0

1

1

0

1

0

反応 を受ける。塩素化反応 と酸化反応 とは厳密にはいずれ も酸化反応で あるが 、本

研究では 、有機塩素化合物の有害性 と塩素を含 まない副生成物の有害性 との両面を

とりあげるためこれ らを区別す る。まず塩素化反応の例 を示す。

◎ 燗+H。CI-◎ 二ll+H、 。

NH3十HOCl→NH2C1十H20

(4)

(5}

一方 、塩素の求電子反応 によって生成 した塩素化合物か ら、脱塩酸(HC1の 脱離}が

起 これば、これ は酸化反応であ り、クロラミンがN、に分解 される反応(い わゆる不

連続点反応}や 、アミノ酸に塩素が作用 した結果脱炭酸や脱アミノによってアルデ

ヒドやニ トリル を生成す る反応は 、塩素化反応の結果起 こる酸化反応である。

R-CH-COOH十

I

NH2

HOC1→R-CH-COOH十H20

1

NHCl

R-CH-COOH十H20

1

NHC1

→R-CHO十CO2十NH3十HC1 }(6)
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R-CH-COOH十2HOC1→R-CH-COOH十2H20

11

NH2NC且2

R.CH.C。 。H-R.CN+C。 、+2HC1}(7}

lc12

したがって 、塩素と有機物 との反応では、有機塩素化合物の生成 とともに 、塩素を

含まない化合物 も生成している点 に注意 してお く必要がある。

水 中の有機物 とハ ロゲ ンとの反応による トリハ ロメタンの形成は古 くか らハ ロホ

ルム反応 として知 られて いる。これは、メチルケ トン基を有する化合物 とハ ロゲ ン

が水 中で反応 してハ ロホルム(ク ロロホルム,プ ロモホルム,ヨ ー ドホルム)を 生

成す る反応である。メチルケ トン基その ものでなくても、塩素などによ り酸化 され

メチルケ トン基を生成する化合物はすべてハ ロホルム反応の前駆物質 とな りうる。

図1.4は 、アセチルアセ トンを例にとり、ハロホルム反応によるクロロホルム生成

経路 を示 した ものである 。注意すべき点は、クロロホルム を生成するまで に2回 の

加水分解 を経由するが 、これは水酸イオンが触媒する ことである。す なわちアルカ

リ性 になるほ ど加水分解速度は大き くな り、クロロホルムの生成速度 も増大す る。

同じことは、自然水 中有機物との反応において もいえる。例えば、塩素処理水 中の

トリハ ロメタン中間体の測定においては、処理水のpHを 上げて、生成 して くる トリ

ハ ロメタン量を測定する方法が とられる22}。 これはアルカリ条件下では、加水分

解反応が促進 し、 トリハ ロメタン生成が促進する ことを利用 した ものである。

甲 冊 廻噛"

H20
←c剛13CH3-COOH十CHC13

HOC1
→

HOC1
←

囁冊
↓H20

喩
十

CH3-COOH

図1,4ア セチルアセ トンのハ ロホルム反応によるクロロホルム生成経路21⊃
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3。2二 酸 化 塩 素19}2D

二 酸化 塩 素CIO、 は 、濃 緑 色で爆 発性 のあ るガ ス体 で 、C1、ガス よ りも刺 激性 が強

く、吸入 に よる毒 性 も強 い 。二酸 化 塩素 の発 生法 は 、大別 す る と以 下 のよ う にな る 。

① 塩 素酸塩 を還元 剤 で還 元す る方 法,② 塩素 酸塩 を電解還 元 す る方法,③ 亜 塩 素酸

塩 を酸 化 剤 で酸化 す る方 法,④ 亜塩 素酸 塩 を陽極 酸 化す る方 法 。実験 室 的 には③ の

方 法 が用 い られ 、本研 究 で も、次式 の反 応で 二酸 化 塩 素を発 生 させ た 。

10NaClO2十3H2SO4→8ClO2十5NaSO4十2HC1十4H20(8)

ま た は

4NaClO2十2H2SO4→2Na2SO4十2CIO2十HCI十HC103十H20(9)

C10、の化 学反 応性 がC1、 と最 も異 な る点 は 、C1、が水 と反応 してHOCIに な るの に対

し、CIO2は そ の まま水 溶液 中に存在 す る こ とで ある 。 した が って 、C102水 溶 液 の 反

応性 はC102分 子 の 反応 性 を表す 。表1,4中 で はCIO、 は5当 量 の酸 化剤 と して働 く こ

とが示 され て い るが 、 これ は水 溶液 中のC10、 を酸性 ヨウ素法 で 定量 す る場合 な どに

お け る反 応 で あ る。有 機化 合物 との反応 にお いて はC102は 一 般 に1当 量 の反 応 を起

こし 、C10、 は亜 塩 素酸 イ オ ンC10、一とな り、 この形 で水 中 に残 留す る 。

C102十e-→C102一(10}

C102十L→C102-十L+(11)

Lは 有 機物 を表す 。ま た 、オ レフ ィ ン類 の不 飽和 基 に酸 素付 加 してエ ポキ シ体 を生

成 す る反 応 で は 、2当 量 の反応 を起 こし、C10、 は 一酸化塩 素C10と な る 。

CIO2十 一C=C-→C10十 一C-C-
V(12}

オレフィン0

エポキシ体

式(10}(11}(12}の 反応 は 、いずれ も塩 素化 を伴 わ な い酸 化 反応 で あ る 。 これ らの

反 応 はpH依 存性 が な く 、反 応 の種類,生 成物 も塩 素 の反応 とは まっ た く異 な る 。

フ ミン質や 自然水 を二酸 化塩 素 で処理 した とき の副 生成 物 と して よ く検 出 され る

の は 、アル デ ヒ ド類 や カ ルボ ン酸類 で あ る23)。 一 方 、有機 物 と二 酸 化塩 素 との反

応 にお いて も少 量 の有 機塩 素化 合物 が 生成す る 。 自然 水 を二 酸化 塩 素処 理 した とき

に生 成す るTOX量 は塩 素処 理時 の5分 の1か ら20分 の1で ある ともい われ る 。 こ

うした有 機 塩 素化 合物 が 生成す るの は 、CIO2と の 直接 反応 で はな く、反 応 の進 行 に

伴 って遊 離 して くるHOC1と2次 的に反 応 した もの で あろ う と考 え られて いる 。例 え
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ば 、フェ ノール とC10、 との 反応 にお いて は 、次 式 のよ うなHOCIを 遊離 す る反応 が 起

き うる 。

◎ 。H+C1。 、-0=◎.。+,。C1(13}

したが っ て 、二酸 化 塩素 処理 水 中の 副生 成物 の多 くは塩 素 を含 まな い酸 化物 で あ る

が 、少 量 の有 機塩 素 化合 物 も含 まれ る 。

ま た 、二 酸 化塩 素処 理 に おい ては 、無 機副 生成 物 の 生成 が 問題 に され る 。ClO、 と

有機 物 とが反 応す る と 、式(10)(11)で 示 され るよ う に亜塩 素酸 イ オ ンC102一 が 生 成

す る 。 また極 端 な例 で あ るが 、C且0、水 溶 液 が強 ア ルカ リ性(pH11～12》 で あ る と 、C10

。の不 均化 反応 が起 こ り 、亜塩 素 酸イ オ ン と塩 素 酸イ オ ンが 生 成す る 。

2C102十20H-→C102-十C103-十H20(14}

したが って この よ うな領 域 では 、有機 物 との反応 性 も低 下す る 。酸 性 領 域 で も 、C1

0に よ りClO、がC10,一 に酸化 され るた め にC10、 の損 失 が ある 。 この ほか 種 々 の相 互 反

応や 不 均化 によ り、C10、 の再 生が あ った りClO3一 の 生成 が起 こった りす る とい う 。

そ こでC10、 処理 の 結果 、必 然 的 にC10、 一,ClO,一 が残 留す る こと にな る 。EPAの パ イ

ロッ トプ ラ ン トで オハ イ オ川 の水 に1.5mg/2の 二 酸化 塩 素 を加 えた 実験 で は 、二 酸

化 塩 素 の約5膿 は亜 塩 素酸 塩 に 、約25%は 塩 素酸 塩 、そ して約5駕は塩 化 物 に変化 した

とい う 田)。 また小 沢 ら24)が 利 根 川 の水 を二酸 化 塩 素処理 した 結果 で は 、主 た る無

機 副 生成 物 はClO、 一で 、C10ゴ はそ の1/5以 下で あ り 、ほ とん ど生成 しな い例 もあ っ

た 。

無機 副 生成 物 は他 の消毒 剤 で も生成 す るが 、特 に二酸 化塩 素 処理 にお いて 問 題 に

され る理 由は 、ClO、 一とClO3一 の毒性 が 強 いた めで ある 。最 も よ く指 摘 され る…毒性 は 、

血液 中の ヘ モ グ ロ ビン と化 合 して メ トヘ モ グ ロビ ン症 を起 こす 性質 で あ る 。一般 毒

性 試験 か ら 、NRC(NanonalReaseachCounci1)が 勧 告 した 、有 害作 用 を示 さな い濃

度 をモ ノク ロラ ミン,二 酸 化塩 素 と比 較 して 表1,5に 示す25}が 、C102一 とC103一 の毒

性 が特 に強 い ことが わ か る 。そ こでU,S.EPAで は 、飲 料水 中のC102,C10ゴ,C103一 の

残 留 量の 合 計 を0.5mg/似 下 に制 限す る こ とを提 唱 して いる18)。

3.3ク ロ ラ ミ ン19}20)21》

ア ンミニアと次亜塩素酸 を共存させれば、次式のようにクロラミンが生成す る。
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表1.5消 毒 剤 とそ の 無機 副 生成 物 に 関す る

有 害 作用 を 示 さ な い 濃度 の 勧告 値25⊃

(suggestedno-adverse-effectieve1,SNARL}

70kgの 大人 10kgの 子供

NH2C2 581μ9/2 166μ9/9

C¢02 210μ9/¢ 60μ9/2

Cε02-

C203一 24μ9/2 7μ9/o

NH3+HOCl→NH2C1+HC1(モ ノク ロラ ミ ン}(15)

NH3+2HOCi→NHC12+2HC1(ジ クロ ラミ ン}(16}

NH3十3HOC1→NC13十3HC1(三 塩化 窒素》(17}

しか し、 これ らの塩 素化 反応 は 、 こ こに示 したそれ ぞれ の モル比 で ア ンモニ ア と

次亜 塩 素酸 とを混和 した と きにだ け起 こるわ けで は な く、生 成物 の組 成 はpHに よ っ

て左 右 され る 。モ ノク ロラ ミン とジ クロ ラミ ンの平 衡 関係 にっ いて は 、次 式 が提 示

され て い る 。

〔NH4+〕〔NHC12〕
=6 .7XlO5=Keq(18》

〔H+工〔NH2C1〕

また この 関係 を 図示 した も のが図1,5で あ る 。本研 究 で は 、ク ロ ラミ ンによ る反 応

とはモ ノク ロ ラミ ンを想 定 して いる 。す な わ ち 、ア ンミニア と次亜塩 素 酸 と をpH10

遷 ・・

讐

萎 α4

α4樹

ミ
q6窪

pH

図1.5モ ノク ロラミンとジクロラミンの存在比

(水中で塩 素 とアンモニアを等モル反応 させた場合)
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で 反応 させ てモ ノ ク ロラ ミ ン液 を作 製 し 、 これ を有 機物 との反 応,微 生 物 の不 活 化

実験 に用 い た 。 しか し 、ク ロラミ ン処 理 中は 、一般 にはよ り低 いpH条 件 とな る ため ・

モ ノク ロ ラミ ンは 、

2NH2C1十H+→NHC12十NH4+(19}

なる不 均 化 反応 を起 こ して 、ジク ロ ラミ ン とア ンミニ アに 転化 し始 め 、式q8}の 平

衡 関 係へ 向 か う 。した が って 、例 えば 中性付 近 で は純 粋の モ ノクロ ラ ミ ン と 、有 機

物 また は微 生物 とを反応 させ る こ とはで きな い 。 しか し、式(19}の 反応 速度 は 、80

exp(-2160/T》(単 位2/mo1・sec,Tは 絶 対温 度》と遅 く 、平 衡 に達す る のに1日 程 度

を要 す るた め 、実際 には 、モ ノ クロ ラミ ン との反応 とみな せ る場 合 が多 い 。

ク ロラ ミ ンを使 用 した場 合 、フミ ン質 のよ うな トリハ ロ メタ ン前 駆物 質 か らの ク

ロロホル ム 生成 は 、塩 素 の場合 よ りも著 し く減 少す る 。そ の 理 由は 、ク ロ ラ ミンの

塩素 化反 応 の活 性 が弱 い ため に十分 な 塩素化 中間体 が 生成 しな いた め と考 え られ る。

しか し表1,4に 示す よ うにク ロ ラミ ンに も一定 の酸 化 力 はあ るの で 、生 成物 の種 類

は塩 素 の場 合 と同様 に 、塩 素付 加物,塩 素置換 物,酸 化物 な どの他 、ア ミ ノ化 物 な

ども生成 す る26)。

また 、ク ロラ ミ ン処 理 の場合 に も二 酸化 塩 素処 理 と同様 に 、共 存 す る塩 素 が反 応

に関 与 して い る可能 性 が指 摘 され る ことが あ る 。実際 、モ ノク ロ ラ ミ ンは水 中で 次

式の よ う に加水 分解 反 応 を起 こしてHOC1を 生成 す る。

NH2C1十H20→HOC1十NH3(20}

しか し 、この反 応 の平衡 定 数 はK=6,7XlO-12で あ り 、共存 す るHOC1は 微 量 で あ る と

考 え て よ い 。

3.4オ ゾ ン

Staehelinら27}は 水 中にお け るオ ゾ ンの反 応性 につ いて 詳細 に研 究 し 、溶 質 が存

在す る場合 の 反応 モ デル と して 図1,6を 提示 して い る 。 ここで は0,に よ る直 接反 応

⑤ と03が 分 解 して 生 成 したOHラ ジカ ル によ る間 接反 応⑧ の2種 類が 示 されて いる 。

間接 反応 の場 合 、0,は 水 酸 イオ ンと反応 してOHラ ジカ ル とな った後 、溶 質 は これ と

反応 す る 。 した が って 反応 速度 はpHに 依 存す る 。また 、物 質 によ って はOHラ ジカ ル

と反応 した後 反応 を停止 す る ものが ある 。 この とき溶 質Mは 図の反 応 鎖 を抑 制 す る

働 き を し 、スカ ベ ン ジ ャー(scavenger)と 呼 ばれ る 。さ らに水 中 にFe2+やM皿2+な ど
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→

←

↓ ↓

HO3・

70凹 一1s薗 量

2x

②

1.6・loo凹 ■1ゴ1

02

⑩ト 、

→

→

図1.6溶 質(M}が 存在す る場合 のオゾン反応27,

⑤ 直接反応

⑨ ラジカル反応 。 このときMは 反応鎖 を促進するPromoterと して働 く。

⑧ 物質によってはOHラ ジカル と反応 した後新たな反応 を起 こさな いものがある 。この

ときMは 反応 鎖を抑 制す るScavengerと して働 く。

⑥Mが 還元性 溶質の場合OHラ ジカル を生成 させ る働 きをす る。Initiatorと よばれる 。

の還元性物質が存在すれば 、これ らは03と 反応 してOHラ ジカルを生成する働きを し、

イニシエータ ー(inmator}と 呼ばれる。OHラ ジカルはo,分 子 よりも酸化還元電 位

が高 く、反応性が高い。そ こでOHラ ジカル反応を利用するために、(1}高pH域 で の

処理,(2}過 酸化水素添加,(3)紫 外線照射,ω 超音波併用,㈲ 電解法併用な どの

方法が開発 されている28,。

フミン質や水道原水 をオゾン処理 した場合 の副生成物 として共通 しているのは、

飽和脂肪酸類,お よびアルデヒ ド類やケ トン類のようなカルポニル化合物な どであ

る29)。
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第2章 画像解析による異常染色体検 出
法の開発

第1節 画像解析の意義

染色体異常試験では最終的に検鏡によって染色体を観察 し異常を判定する必要が

ある。 しか し、その判定基準,記 録の方法な どが 、特 に経験の浅い実験者の場合統

一的であるとはいえず
、実験者 によって報告結果に差がある可能性がある。また染

色体 の分析 には相当の時間 と熟練 を要する。そ のため染色体像 を画像解 析す ること

によって異常を検出 し、試験結果を客観的 に評価 しかつ高速 に処理す る ことが求め

られ る。

染色体 の画像処理自体は、1960年 代か ら試み られてきた1)2)。 目的 とされた もの

のひとつ は染色体数の計数,核 型分類3)で ある。これは主 として先天性の染色体異

常疾患を検査す るための ものである。他のひ とっは、放射線 によって生成す る染色

体異常を検 出 しようとするものである4,5)。 放射線 の場合 は、化学物質 と異な り、

環状染色体 と二動原体 染色体を検査対象 とすればよく、その識別方法が詳細に検討

された。一方 、化学物質によって生成する異常染色体の画像解析例はほとん ど見 当

たらない。本研究では、市販のパソコンタイプの画像処理装置を使用 し、化学物質

によって生成する異常染色体の識別 を試みる。

また本研究 は、最終 的に消毒処理水の変異原性を比較す るのが目的で あるため、

本章では 、試料の変異原性の強さの相対的な比較が可能 となる精度を有 した画像解

析法を開発す るのが 目的となる。

第2節 画像解析方法構築上の方針

(1)染 色体構造異常の種類 ω

本研究では染色体異常試験はチャイニ ーズ ・ハムスター肺細胞(CHL)を 用い

て行 う。写真2.1にCHLの 正常な染色体像 を示す 。
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写真2.1CHLの 正常染色体像

1,切 断型

謄 三
雑糾 徽雪

騨{儀タ

図2.1染 色体 異常の典型例6》

化学物質 を与えた ときに生成する染色体異常は、切断型 と交換型に大別する こと

ができる。さらにそれぞれ を細分 し、その典型例を示 したものが図2.1で ある。図

中、aUenua口on(や せ細 り)は 、構造異常 には含まないのが普通であるが、画像

解析 では切断型 と同等に扱える場合が少な くないことか ら、本解析では切断型の一
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種 として扱った。また 、染色体内交換 とは1本 の染色体に生成 した異常で あ り、染

色体間交換 とは2本 以上の染色体 か ら異常が生成す るものである。

(2}「 化学物質による染色体異常 ア トラス」 につ いて

「化学物質による染色体異常ア トラス」6,は 、多 くの専門家が提供 した染色体異

常の写真資料に対 し、異常箇所の指摘 とその分類を図2,1よ りさ らに詳細 に行 った

ものである。例を写真2,2,写 真2,3に 示す 。この資料に示された写真の多 くは、チ

ャイニーズ ・ハムスター株細胞についてのものである。以下 、この写真資料 中の染

色体を異常ア トラス染色体 と称 して 、第4節 に述べる実際標本 と区別す る ことにす

る。

、
物

多

"

・
、毎

叙
"
姦
簗

、

③

嘉獅 誕 郭

(鞭)break,(5)(2)gap,

③ 染色体間交換不完全型

写真2,2異 常ア トラス染色体 の例6)

.."搬 。ミ

ミ多国 》

詳>
1、

⑤

の
@、,

0
8輪

、

擬
瓢

Q、

灘
ξ1

'

①染色体間交換完全型

、
'

番号なし矢印は染色体の重なり

、

写真2,3異 常ア トラス染色体の例6⊃
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本 資料は 日本環境変異原学会が染色体異常の標準的判定方法を集大成 したもので

あるので 、本資料を直接画像解析 に供 し、これに対する識別方法 を呈示することが

できれば、同じ識別方法 を適用す ることによ り、実際標本の異常染色体の定量化 が

可能になる。 この方針によれば、自 ら作製 した染色体標本を解析対象 としな いため、

染色体異常の判定に関 して熟練す る必要がない点が重要であって、開発す る識別方

法は高い客観性 を有する ことになる。

第3節 異常アトラス染色体の画像解析

(1}画 像処理 の概要

画像処理装置概要を図2,2に 示す 。実際に作製するCHLの 染色体標本は、顕微

鏡画像 として入 力するが 、これ は第4節 の実験で行 う。一方 、本節で画像解析す る

異常ア トラス染色体の写真は、10,2cm×14.4cmの 大き さであ り、この像の入力にあ

たってはマクロ撮影装置を用いた。

図形の定量化 のためには 、入力信号に対 し、あるレベル(し きい値)よ り信号が

大きいとき1,小 さいとき0と する2値 化を行 うη。その後 、重な り染色体や異物

の除去 、接触部分の切 り離 し、同時に2値 化された矢印の除去等 をディスプレイ 上

でマニ ュアル操作 によ り行 う。

マ夘撮影装置

鵡
力湘 紗

一量
噂

ディスプレイ

1メ インプロセッサ

『=コ 糊 ンタ
匪ヨ囲 一 ∈⊇

制御 管理 コンヒュータ
噛

マウス

図2,2画 像処理 システム
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(2)解 析対象染色体 の選択

本 ア トラスには多 くの専門家が写真 を提供 しているため、染色体標本のでき方が

微妙 に異なっている。図2.3に 示すように、主要な相違点は一対の染色体の開き具

合である。その結果全ての染色体を解析対象 とする と、正常染色体 自体 の形状に違

いが あるため 、識別上困難が伴 うことがわかった 。そ こで 、後に異常の識別 を行 う

べき自製の染色体標本 を基準 として 、正常染色体の形状が同 じと考え られ る写真 を

選択する ことにした。ちなみに筆者 の作製 している染色体標本は基本 的に染色体 の

開きは小 さいかほとん ど見 られないものである。選択 にあたってのパ ラメータ とし

ては、開き具合 を鋭敏に測 ることができるPM/CPM(PM:周 囲長,CPM:包 絡周囲長,

6
』

1
'

・%

① を除 くPM/CPM平 均値=1,050

繭
・

"、吻 、

ε

G

耀
PM/CPM平 均 値=1,252

図2・3異 常ア トラスにおける染色体標本のでき方の違い6}

CPM

MXLNG

=ユB・eadth

PM:周 囲 長

CPM:包 絡 周 囲 長

Breadth(BD}:幅

CPM

N,一

PM

MXLNG

Breadth

MXLNG(ML》:絶 対 最 大 長

図2,4パ ラ メ ータ の 定 義
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図2,4参 照)と した 。PM/CPMは 図 形の 凹凸 を表 す 形状 係 数で 、周 囲形状 が複雑 な も

のほ ど大 きな 値 とな る もので あ る 。

正 常染色 体 標本 は継 代 後2日 目 に作 製 した 。そ の他 は第4節 に述べ る 方法 と同 じ

で ある 。1本 の培 養瓶 か ら1標 本 を作 製 し、計34標 本 を作 製 した 。各 標 本か ら任 意

の1染 色体 像(染 色体 数25本)のPM/CPH値 を計測 し 、そ の平 均値(450以 上 の 曲 り

染色 体 を除 く)の ヒス トグ ラム を示 した ものが 図2,5で あ る。危 険率5%,Z2検 定

によって 正規 分 布性 を確 認 した後 、95%存 在 域 を求 め る と1,0542<PM/CPM平 均値 く

1,0722と なる 。 同様 に異 常ア トラス染 色体 中の正 常染 色体(45。 以 上 の曲 り染 色

体 も除 く)のPM/CPM平 均値 を求 め た 。図2,3中 に示 した ように 、染色体 の 開き具 合

が 異な る とPM/CPMの 値 は大 き く異 な る 。異 常 ア トラス 染色体 中の正 常染 色体 のPM/C

PM平 均値 の ヒス トグ ラム を 図2,6に 示す 。図2,5と 比 較 して値 の大 きな ものが 存在 し

て い る ことがわ か るが 、 この違 い は染色体 の 開き具 合 に由来 す る もので あ る 。PM/C

PM平 均値 が 上 の範 囲 にあ る異常 ア トラス染色 体 は 、62標 本 中 、35標 本 で あ った 。 こ

の35標 本 につ いて 異常 の種 類 と数 を ま とめて 示 した も のが 表2,1で ある 。

(3)異 常 識別 方法 と結果

ω 異 常形 状 の考察

染 色体 像 の形 状解 析 にお いて使 用 したパ ラ メータ の定義 を図2,4に 示す 。PM(peri

meter)は 画 像 の周 囲長 を表 す 。CPM(convexperlmeter)は 包絡 周 囲長 とよ ばれ 、画

8

6

4

1ρ51ρ61ρ ワ

PM/CPM平 均値

図2,5自 製 正常 染色体
PM/CPM平 均値分布

8

6

鎌4
遡2

0 nロ ロ日 』 叩。. 口 nn 口 叩 江鴨 7 1ρ9 1」11』3 115
.,

"7 1」9

PM/CPM平 均値

図2,6異 常 ア トラス染色体 中の正 常染 色体 のPM/CPM平 均値分布
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表2.1解 析対象異常アトラス染色体の異常分類
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()は 曲 りを含むもの

像の周囲長 を凹部が生じないように測定するものである。また 、画像 を2本 の平行

線で挟み込んだときの平行線間距離の最小値が幅Breadth(BD》 であ り、最大値が絶

対最大長MXLNG(ML}で ある。染色体 の1本1本 についてこれ らのパ ラメータを測定

し、それ らを組み合わせる ことによって染色体形状 を特徴付 け、その染色体が正常

であるか異常であるか を識別す ることを試みる。これ らのパ ラメータの他 、染色体

像 の面積や 、画像のなかに穴がある場合にはその面積 を測定 し、識別に用 いた。

形状解析にあた り、各異常形状の簡単な考察 を行う(表2,2参 照)。 切断型にお

いては ・まず 欠落 した部分だけ周囲長が増大 し形状が複雑 になるので 、PM/CPM(周

囲長/包 絡周囲長)値 は謹かに増大する・しか し染色体の一部が欠落 して いるだけ
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表2,2異 常形状 の考察

PM/CPH
周囲長/
包絡周囲長

BD/ML
幅/
絶対最大長

切断型 評 増大 不変

交換型 /ム 増大 増大

なので、染色体の大略的形状に変化はな く、BD/ML(幅/絶 対最大長)値 は不変で

あると考え られる。一方 、交換型では、形状が大 きく変化 し複雑になっているもの

が多いので 、PM/CPM値,BD/ML値 ともに増大す ると考え られる。また図のように、

構造 によっては2値 化 したとき穴が検 出され るものがあり、この場合染色体画像内

の穴の面積が正 となる。

以上の考察によ り、最初 にパ ラメータPM/CPMに よって切断型異常,交 換型異常を

もっ染色体を正常染色体か ら識別す ることを試みる。しかる後 、パラメータBD/ML

によ り切断型異常 と交換型異常 とを区別する ことを試みる。

(B)P脳/CPMに よる識別

表2,1の35標 本、計802本 の染色体 に対 し、その1本1本 にっいて、PH/CPM値 と画

像面積Areaを 測定 した 。図2,7は 、四/CPM値 をAreaに 対 してプロットした ものであ

り、Areaの 単位は画素数[pt]で ある。

(A}で考察 したように、切断型異常,交 換型異常をもつ染色体は、PM/CPM値 が増

大する結果 、正常染色体 の分布域か ら外れ 、図の上方に分布 していることがわかる。

識別曲線 は、異常の見落 とし率が小さくかつ正常の見誤り率が小さくなるよ うに設

定 した 。その結果 、交換型,切 断型異常の見落とし率はそれぞれ4,5%,36,1%、 正

常の見誤 り率は1,8眺 となっている。識別曲線 を図の位置より全体的 に上昇させ た

場合、正常 の見誤 り率が低 下しないわ りに異常の見落 とし率が増大 し、逆に下降さ

せると異常の見落 とし率が低下しないわ りに正常の見誤 り率が増大する。

一方 、図2,8に 示すよ うに、パ ラメータPM/CPMの 性質によ り、曲 り染色体 も識別
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曲線の上方に混在 している。曲 り角度が大き くなるほどPM/CPM値 も大き くなる。識

別曲線付近の曲り角度は約450で あ り、今後曲 り染色体という場合、この識別曲線

で抽出される曲 り角度45。 以上の染色体 をさす 。

図2.7に おける識別状況をつぎにまとめる。

① 交換型の95.5%が 抽出可能である。

② 切断型の抽出率は63.9%で ある。

③ 曲 り染色体 も抽 出されている。

っぎの識別段階では、識別曲線 より上方 に分布する染色体を対象 として 、切断型

異常と交換型異常 とを識別するが 、同時に曲 り染色体 を除去す る過程を含む必要が

ある。

(C}切 断型の識別

(A}の考察によ り、図2.7で 抽出された染色体 のうち、BD/ML値 が正常域に存在す

るものを切断型 とする。図2,9は 正常染色体(曲 り染色体を除 く)をBD/ML～MXLN

G平 面上にプロッ トしたものである。一方、図2,10は 、切断型異常染色体のうち図

2,7で 抽出された ものをBD/ML～MXLNG平 面上にプロッ トした ものである。図2,9,

1ρ

0β

β

4

0

0

」
Σ
δ
国

02

αOO501∞150200250

MXLNGIPtI

図2,10切 断型異常染色体 の分布

△交換型,穴 あり
▲交換型,穴 なし

○曲り

050100150250300
MXLNGτpO

図2.11交 換型異常および曲 り染色体 の分布
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図2.10に お ける識別 曲線は図2.7と 同様 の考 え方で設定 した。図2,10に プ ロッ トし

た染色体の うち、識別曲線 の下方に存在するもの を切断型異常染色体 と識別す れば

よい。

PM/CPM値 が増大 した切断型異常染色体 も、大略的形状に変化 はないため、大 部分

は正常染色体の分布域(識 別曲線の下側)に 分布 して いることがわかる。しか し、

切断型異常染色体が曲 りを伴う場合 には 、識別曲線の上方 にプロッ トされて しまう。

この方法で は、これ らの染色体 を、切断型異常染色体であると識別する ことはでき

ず 、(D)に 述べるように交換型異常染色体 または曲 り染色体 として誤識別されて し

まう。

図2.10に おける識別状況 をまとめる。

① 図2.7で 識別 された切断型異常染色体 のうち、78.3%が 正 しく切断型異常染色体

であると識別された。

② 曲 りを伴う切断型異常染色体 に対 してはその異常 を検出す ることができない 。

それ らはこの時点では曲 りまたは交換型異常 と判定される可能性がある。

(D}交 換型 と曲 りの識別

図2.7で 抽出された染色体の うち、BD/ML値 が正常染色体 の分布域にないものを交

換型 として抽出する。図2,11は 、図2.7で 抽 出された交換型異常染色体 と曲 り染色

体 をプロッ トしたものである。交換型異常染色体の場合、正常染色体 と比較 してPM

/CPM値 の増大 とともにBD/ML値 も増大す るので 、正常染色体の分布域 よ りも上方に

分布 している。しか し、曲 り染色体 も、PM/CPM値 の増大,BD/ML値 の増大 という点

では交換型異常染色体 と同じなので、同様 に正常染色体分布域の上方に分布 してい

る。逆にこの段階で正常染色体分布域(識 別曲線の下方)に 存在すれば 、それ らの

染色体 は切断型異常染色体であると判断 して しまうことになる。

図2,11に おける識別状況 をまとめる。

①図2,7で 抽出された交換型異常染色体 のすべてが切断型異常 とは区別できた 。

②図2.7で 抽出された曲 り染色体 のうち、86.2%が 切断型異常とは区別された 。残 り

は切断型異常染色体であると誤識別 された ことになる。

さらに図2,11中 には、交換型異常染色体 について 、その画像の中に穴の認め られ

るもの と認め られないものとを区別 してプロツ トしてある。本識別段階では、識別

曲線の上方 に存在す るものを交換型異常染色体 または曲り染色体 として識別 したわ

けであるが 、その後 、画像 内に穴が認め られれば、それ らを交換型異常染色体 とし
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て識別 してしまうことにする。PM/CPM値 とBD/ML値 が ともに正常染色体よ りも大 き

く、かっ穴が認め られるよ うな構造の染色体 は、交換型異常染色体 として識別 して

さしっかえないと判断 したためである。この結果 、残る識別段階は 、穴 をもたない

交換型異常染色体 と曲 り染色体 とを区別する段階である。

ω 曲 り染色体の除去

一般に、BD/ML値 を与えればそ こに入 るべき曲 り染色体形状は決定 され 、PM/CPM

値 も決定されるもの と推察される(図2.12参 照)。 幾何学的には これには大きさの

条件が必要であるが 、実際上は比較的小さな曲 り染色体は図2,7お よび図2,11で 正

常染色体域に存在する ことが多いため 、ここで除去すべき染色体は、25本 のうち大

きいほうか ら数えて7番 目までの染色体である場合がほとん どであった。(CHL

の場合 、最 も大き くその大きさがほぼ同じ染色体が4本 あ り、そのっぎに大 きくそ

の大きさがほぼ同 じ染色体が3本 ある。)し たがって ここでは大きさの条件はとり

あえずはず して考える。以上の ことか ら曲 り染色体においては、BD/ML値 とPM/CPH

値は1対1対 応 に近 いことが期待される。実際 、図2.11で 抽出された曲 り染色体 を、

BD/MLを 横軸,PM/CPMを 縦軸にしてプロットす ると図2,13の ように極 めて狭い帯

唖 扁 →隅
BD/ML《 一一一レPMICPM

図2,12曲 り 染色 体 のED/ML値 とPM/CPM値

協

皿

Σ
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、
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図2.13曲 り 染 色体 の 分布
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図2,15曲 り染色体の存在域の外側に
存在する交換型異常染色体
(番号は図2,14中 で付けたもの)

域に存在す ることがわかった。そ してこの対応関係か らはずれた染色体 は曲 りとは

異なるなん らかの構造 をもっ ものと推察され る。

図2,llで 抽出された交換型異常染色体をプロッ トしたものが図2。14で ある。穴 を

もっ交換型異常染色体 はこの段階では識別す る必要はないが、ここでは参考のため

に穴 をもっ染色体 をも同時に示 した 。全体 としては、76,2鑑が曲 り染色体域の外 に

存在 した。識別状況 としては、曲 り染色体域 に存在する穴のな い交換型異常染色体

(▲印}は1っ あ り、これだ けが曲 り染色体 と誤識別 された ことになる。

さ らに曲 り染色体域の外側に存在する交換型染色体形状 につ いて言及 してお く。

図2,14で 領域A(曲 り染色体域の上側)に 存在するものは、あるBD/ML値 をもっ 曲

り染色体よ りもそのPM/CPM値 が大きい。すなわち外形がかな り複雑な ものである。

領域B(曲 り染色体域の下側)に 存在す るものは 、あるBD/ML値 をもっ曲 り染色体

よ りもその四/CPM値 が小さい、す なわち周囲長 と包絡周囲長が比較的近い値で ある
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図2.16染 色体異常の識別方法
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ことを示す 。曲 り染色体がそのような構造 を示す ことはない。図2,15に これ らの例

を示す 。

(F}識 別結果のまとめ

以 上述べた染色体異常の識別方法をまとめて図2.16に 示す 。

表2,1に 示した全染色体の識別結果を表2,3に 示す 。表中の識別率 とは、例えば1

本の交換型異常染色体があったとき、これ を正 しく交換型異常染色体であると識別

できる確率を意味す る。表 は例えば、解析対象 とした染色体のうち曲 りを除 く正常

なものは全部で690本 あったが 、画像解析 の結果 、この うち正 しく正常と識別でき

たものは679本 、誤って切断型異常,交 換型異常 と識別されたものはそれぞれ9本,

2本で あり、その識別率は98.4%で あることを示 している。

切断型全体の識別率 は47,4%と 低いが 、交換型全体では91,1%と 高い識別率が得 ら

れ 、交換型異常の検 出については実用 にたえ うるもの と判断される。

ところで発癌物質の多 くのものは交換型異常 を多 く出現させる傾向にあるとされ 、

石館8}9}は 検体 の一定濃度[mg/2]あ た りの交換型異常染色体 をもっ細胞の出現頻

度(TR値 と称 している)を 試験結果の定量的比較方法のひとっ として考案している。

したがって 、本識別法 によって交換型異常染色体のみ を検 出していくのも不適切で

はないと考える。

っぎに、異常染色体の うち誤識別 された ものの例 を表2,4に 、また正常染色体の

うち誤って異常 と識別 されたものは15本 あったがその例を表2,5に 示す。
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表2.3異 常ア トラス染色体の識別結果

画 像 解 析 結 果
正
誤 正常 異常 計 識別率

切断型 交換型

曲り 正 679 一 一 679

正 除く 誤 一 9 2 11 98.4%
97.9%

常 曲り 正 25 一 一 25

誤 一 4 0 4 84.0%

染
atten一 正 一 6 一 6

色 切 uation 誤 9 一 0 9 40.0器

体 断 gap 正 一 5 一 5

誤 3 一 0 3 62.5瓢

構 型 47.4%

break 正 一 7 一 τ

造 異 誤 5 一 1 6 53.8%

常 染色体 正 一 0 一 0

断片 誤 2 一 0 2 0.0%

染 完 正 一 } 12 12

色 全 誤 2 0 一 2 85.7%

体
交 内 不 正 一 一 1 1

完 誤 0 0 一 0 100.0%

換 全

型 染 完 正 一 一 13 13
色 全 誤 1 0 一 1 92.3鑑

異 体

常
間 歪
兀
正
誤 τ τ 塑

ll
100.0%

91.1%

全

生成機 正 一 一 3 3
序不明 誤 0 0 一 0 100.0%

二動原 正 一 一 0 0
体 誤 1 0 一 1 0.0%
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表2,4識 別不能な異常染色体の例

1,切断型

異常種類 識別結果
6ゆ劇陰 一一一 一『

〈
ゾ
8

φ

2,交 換型

亀

一
、二

break

break
お よびgap

染 色体 断片

染 色体断 片

異常種類

り

換

曲

交

常

常

正

正

識別結果

染色体内完全型 正常

染色体間完全型 曲り

二動原体 正常

似上4種のみ》

表2.5正 常染色体の誤識別の例

識別結果

,
一
融

翻

切断型

切断型

曲 り(正 常)

交換型

第4節 実際標本の画像解析

4.1実 験 方法

細 胞株 は新 生 チ ャイ ニー ズ ・ハム ス ター雌 の肺 細胞(細 胞名CHL/IU,大 日本製 薬)

を使用 した 。本細 胞 はEagleMEM90%+ウ シ胎児 血 清10%の 培養液 を用 い 、37℃

にて継 代培 養 して お く10}1D。

試 験 物質 は 、代 表 的発 癌物 質 の1っ で あ るMNNG(N一 メチル ーN'一ニ トローN一ニ トロ ソ

グアニ ジン},ト リハ ロ メタ ンの1つ で ある ク ロロホ ルム,第3章 で 述べ る消 毒処

理 に よって 生 成が 確認 され たホル ム アル デ ヒ ド,ア セ トア ルデ ヒ ド.プ ロピオ ンア

ル デ ヒ ド,ブ チル アル デ ヒ ドの直 鎖低 分子 アルデ ヒ ド、の 計6物 質 を と りあげ た 。

ホ ルム アル デ ヒ ド,ア セ トアルデ ヒ ド,プ ロ ピオ ンアルデ ヒ ドは蒸 留水 に溶 解 し、

MNNG,ブ チ ル アル デ ヒ ドはエ タ ノ ール で溶 解 した もの を試 料 と した 。な お 、エ タ ノ

ール は培 養 液 中濃度 が1%ま で は染色 体 異常試 験 に影 響 を及 ぼさな い 。 また 、ク ロ
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ロホルムの試験 に際 しては、別途、所定濃度のクロロホルム を含むEagleMEM90駕

+ウ シ胎児血清10%の 培養液を作製(除 菌 ろ過済み)し ておき 、継代後1日 目に

本培地 と培地交換 した。

継代後1日 目または2日 目のCHL培 養液 中に試料を添加(ク ロロホルム は培地

交換)し 、24時 間培養 した 。その後 、0,2mg/ε となるようにコルセ ミ ドを加 えてさ

らに2時 間培養 した後 、染色体標本 を作製 した6}。

標本は1000倍 で検鏡するとともに、図2,4に 示すよ うに顕微鏡画像を直接テ レピ

カメラよ り入力した。異常ア トラス染色体 と同様に、2値 化 した後 、重な り染色体

や異物の除去 、接触部分の切 り離 しな どをディスプレイ上でマニ ュアル操作 によっ

て行 った。その後 、染色体画像1本1本 にっいて 、各パラメータの測定値 を得た 。

本実験では原則 として各濃度任意の50個 の染色体像 に対し画像解析を行 った。CH

L細 胞は25本 の染色体をもっているので、1染 色体標本中、1250本 の染色体 を解析

対象として いる ことになる。

異常識別 にあたっては 、異常ア トラス染色体 と実際標本の染色体で はディスプレ

イ上の大きさ(画 素数)に 違いがあるため 、図2,7の 識別曲線,図2,9の 識別曲線(

図2,10,図2,llも 同 じ曲線)を そのまま適用す るには無理がある。表2,1の 異常ア

トラス染色体35標 本の正常染色体 と、図2,5の 自製正常染色体 のディスプ レイ上で

の大 きさ(画 素数)を 比較 したところ、実際標本は異常ア トラス染色体 に対 して

Areaが0,53,MXLNGが0,67で あった。そこで実際標本の異常識別 に対 しては 、図2,

7,図2,9の 識別曲線 を上記比率に したがってそれぞれ左方ヘ シフ トしたものを用い

た。

4.2実 験 結果

MNNGの 試験結果を図2,17に 示す 。縦軸は、任意の50細 胞の染色体像に対 し画像解

析を行った結果、検 出された交換型異常染色体の数を表す 。CHLに 対する投与濃

度に対 して明 らかな濃度依存性が認め られる。また 、投与濃度0(コ ン トロール)

のCHL染 色体に対 して同 じ識別方法を適用 した ところ、図2,17の 例では 、交換型

異常検出数が5/50細 胞 となった。コン トロールのCHL細 胞の染色体に交換型異常

が生起 している ことは稀であ り、これ らのほ とん どは正常染色体を誤識別 した もの

である。
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クロロホルムの結果を図2,18に 示す。この場合 、100細 胞の染色体 を解析対象 と

している。本実験における最高投与濃度4500mg/2は クロロホルムの溶解限度 に近 い

濃度で あるが 、クロロホルム投与によ り、交換型異常 の生成が有意 に増加 した とは

いえな い結果になってお り、本物質は直接には染色体異常誘発性は弱いと推察され

る。

ホルムアルデヒ ドの結果を図2.19に 、他め低分子アルデ ヒ ドの結果を図2,20に 示

す。すべての試料で 、投与濃度に対 して濃度依存性が あるようにみえる。また 、ホ

ルムアルデ ヒ ドの染色体異常誘発性が他の3物 質に比べて非常 に強 く、また分子量
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む匠
が増大す るほど染色体異常誘発性が弱くなる傾向があることがわかる。

つぎに各試料の染色体異常誘発性の有無の判定基準 につ いて示す 。コン トロール

CHL細 胞の染色体標本計12標 本を画像解析 に供し、交換型異常染色体検出率を

求めた結果を図2,21に 示す 。この平均値は、4,5/50細 胞であったので図2,19,図2,

20には この値 をプロッ トしている。標準偏差は2,6で あった 。この分布 に対 し、危

険率5%,Z2検 定によって正規分布性を確認した後 、95%存 在域を求めると8.7/5

0細胞 以下 となった 。そ こで、交換型異常染色体検 出率が8,7/50細 胞以上 となった

試料 を染色体異常誘発性が陽性 と判定する ことにする。また、染色体 異常 の誘発強

度は、100細 胞あた りの交換型異常検出数の増加量を試験物質の投与濃度で割 って

求める。各投与濃度 ごとに誘発強度が求まるが 、それ らの うちの最大値を誘発強度

値 として採用す る。この誘発強度 の値と、染色体異常誘発性の有無にっいて の判定
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表2.6試 験物質の変異原性の評価

試験
物質

染色体異常試験 Rec-
12)assay

α血凹

テ ス ト13} 齪号§ド
誘発強度# 判定

MNNG 2,3XlO 十 十十 十

クロロホルム 2。OX10-2 一 『 一(+}8 十

ホルム
アルデヒド 3.3 十 十十 十 十

アセ ト
アルデヒド 2,5×10『1 十 一 十 十

プロピオン
アルデヒド 1,3×10-1 十 『 一 一

ブチル
アルデヒド 7,0×10-2

一

#:100細 胞あたりの交換型異常検出数の増加量を試験物質の投与濃度
で

判麹手繰 謝艦 籍撫 麗踏緩鍵 勢 熱て示した・
++:強 陽性,+:陽 性,一:陰 性(た だしそれぞれの試験方法にお
いて比較されたもの)
8:反 応時間を長くすると陽性にな

ったもの。

結果を表2,6に 示す 。この うち、クロロホルムは最高投与濃度4500㎎/¢ においても

陽性判定基準以下で あったので陰性 と判定 している。ブチルアルデ ヒ ドはすべての

投与濃度 において陽性判定基準以下であ り、陰性 と判定 した 。表2.6で は、これ ら

の判定結果 を他の変異原性試験での判定結果 と比較 して示 した。とりあげた変異原

性試験法は 、Rec-assayl2),ロ 皿ロテス ト13),Ames試 験14}で あり、代謝活性化を行

わない場合の試験結果のみ を示 した 。恕NNGとホルムアルデ ヒ ドないずれの試験でも

陽性 となって いる。クロロホルムはAmes試 験でのみ陽性という結果であるが、π刎

テス トでは反応時間を長 くする と陽性 になるという結果も得 られている。アルデヒ

ドは、ホルムアルデ ヒ ド以外では判定結果 に差が現れているものの、ホルムアルデ

ヒドの変異原活性が最 も強 く、他のアルデヒ ドはそれ と比較 して非常に低いという

点は一致 している。本実験の結果では、プロピオンアルデ ヒ ドも陽性 と判定 されて

いるが 、その染色体異常誘発強度は小さい。

以上のように、前節までに開発 した異常染色体の検出方法を実際標本 に適用 した

ところ 、いくつかの試験物質について交換型異常染色体検出数の投与濃度に対す る

依存性を示 した。これ は本法が、試料の変異原性の強 さを相対的に比較する目的に

は十分使用可能であることを示す ものである。そ こで第3章 では、この画像解析法
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を、塩素 と代替消毒剤による処理水の変異原性の強さの相対的な比較に使用する・

第5節 編

染色体異常試験における異常染色体 を客観的に定量化す るために、画像解析を導

入 した 。すなわち 、染色体の1本1本 に着 目し、これを正常染色体 と異常染色体に

識別する方法を開発する ことを試みた。特徴 は、検鏡に依存 していない点で ・あ ら

か じめ専門家が正常 ・異常 の判断をした染色体異常ア トラスをまず解析対象 とした・

その結果 、開発した識別方法の信頼度を高い客観性 を有 しつつ定量化する ことがで

きた。

特に交換型異常1本1本 に対する識別では91,1%と いう高い識別率が得 られ 、

実際標本の画像解析に本識別方法を供 しうるもの と判断された。

また実際に、標準試料を投与 したCHL細 胞の染色体 を画像解析 した結果 、MNNG,

ホルムアルデヒ ド,ア セ トアルデ ヒ ド,プ ロピオ ンアルデ ヒ ドについて 、交換型異

常染色体検 出数の投与濃度に対する依存性が示 され 、染色体異常誘発性が陽性 と判

定した。一方 、クロロホルム,ブ チルアルデ ヒドにつ いて は、染色体異常誘発性は

陰性 と判定 した 。これ らの結果 、本画像解析法が 、試料の変異原性の強さを相対的

に比較す る目的には十分使用可能である ことが示 された。
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第3章 画像解析法による消毒処理水の
染色体異常試験

本章は、塩素,二 酸化塩素,ク ロラミン,オ ゾンをとりあげ、各消毒剤で濃縮 自

然水 を処理 し、その処理水の染色体異常誘発性 を比較検討す る ことを 目的 とす る。

染色体異常試験 における異常染色体 の検 出,定 量化 には第2章 で開発 した画像解析

法を適用す る。

第1節 消毒処理水の変異原性に関する既往の研究

ここではフミン質や水道原水 を各消毒剤で処理 し、その処理水の変異原性を比較

した研究にっいてま とめる。変異原性試験法はほ とんどがAmes試 験であ り、以下特

に断 らない限 りAmes試 験による結果 を述べている。これまでに行なわれ た主な研究

結果 を表3,重に示す 。

代表的な結果は、ミシシッピ川の水を用いて実験 を行ったMeierとBu112)に よっ

て得 られて いる。すなわち 、塩素処理水の変異原性 が最も強 く、クロラミン処理水

の変異原性 も確認された 。二酸化塩素処理水の変異原性はわずかであ り、オゾン処

理水 の変異原性は認められなかった。しか しこの結果 は、対象水,試 料調製方法な

どによって変化する。その他 、オゾンは原水の変異原性を低下させる作用があるこ

と,オ ゾン処理水の変異原性については、変異原性 が認め られない例や 認め られる

例が あるなど一定ではない、などの知見が得 られている。

これ らの研究では 、原水を消毒処理 した後 、まずXAD-2な どの樹脂 に通水す る。

吸着物質を有機溶媒で溶出 し、溶媒を減圧濃縮 して乾 固した後 、DMSOな どで再溶解

したものを試料 としている。したがって例 えばオゾ ン処理によって多 く生成す ると

思われる親水性物質は、XAD-2な どの非イオ ン性樹脂 には吸着 しにくく試験対象 と

なっていない問題点が指摘されて いる】2)。

哺乳動物個体を対象として、各消毒処理水 の有害性を比較 した研究は少な いが、

Bul113}ら の例がある。Bu】1ら は、マ ウスに各消毒処理水を皮下注射 し、腫瘍形成

性を調べた。結果 を表3,2,表3,3に 示す 。表3,2の 皮膚 における腫瘍形成性を調べ
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自

1

表3.1消 毒処理水の変異原性の比較研究例

試料 処理 濃縮法 溶媒 活性画分 結果 文献

LakeSavolarvi

Mississippi

Rlver

Rhine/Meuse
River

Mississlppi

Rlver

Rhine/Meuse
River
HoulleRlver

SelneRlveτ,

welIs

SeineRiver

泥炭地着色水
泥炭地着色水
淀川

N,Saskatchewan

River

pH,C1,03and

floc,pH,Cl,03

Floc,sfilt,CIorO3

0rNH2ClorClO2,

GAC,Cl

pH,ClorO30rC102,

UV,FeCl3

safilt,GAC

FIoc,F,sfilt,030r

ClO20rNH2ClorCl

ornothi119

sflltorGAC

C120rO30nly

(anddfiIt,GAC》

Cl,floc,flot,GAC,

030rCl

Aer,bionlt,03

GAC,Cl

FIOCIrsfi1LO3

GAC,C1,C102

CI,NH2C1,C102

C1,03

C1,03

Floc,Sfilt,CIor

ClO20rO30rNH2Cl
ornothing,
GAC,C1

XAD-4,XAD-8EtOAc

XAD-8,XAD-2ACTN

XAD-4,XAD-8DMSO

逆 浸 透 膜ACTN

XAD-8,XAD-2

XAD-4,XAD-8

XAD-4,XAD-2

DMSO
ACTN
DCM/MeOH

酸性C1水 が大,03水 もあるが高注入率では減少

酸性Cl水 が最大,NH、C1水 で確認,ClO、 水で僅か,
03水 はな し

中性

酸性

ノ性
性
性

中
酸
酸

XAD-4,XAD-2DCM/MeOH酸 性

CI水 とCIO、水は同程度,

03+UVが 最 も低い
03は 原水の変異原性 を低 下
Cl水 が最大,っ いでNH2C1水,C102水 の順

03水 はな し

03は 原水の変異原性を低 下
Clは 増大

C1水 とOs水 は同程 度

(前塩素処 理水)
Qsで 増大,注 入率12皿g/2,接 触時 間30分 で最大

XAD-4,XAD-2DCM/MeOH酸 性03は 原 水 の 変 異原 性 を低 下

蒸 発 乾 固

XAD-2

XAD-2

XAD-2

DCM中 性

DCM/MeOH酸 性

DCM/MeOH酸 性

ACTN(15%》 中 性

/C6(85%)

NH2C1水 はCl水 の1/7倍 の強さ,C102水 はな し
C1水 と比較 して03水 は僅 か

原水 の変異原性 が高い。原水,Cl水,03水,
03-C1水 の順 に減 少
C1水 が高頻 度,NH2C1水 で もしば しば確認

C102水,03水 はな し

1

2

3

4

5

6

6

6

,0

7

8
1

11

Floc-flocculation,flot-flotation,sfilt-sandfiltratlon,safilt-sandandanthracitefiltration,rsfilt-rapidsandfiltra-

tion,dfilt-dunefiltration,F-fluoride,C1-chlorinatlon,NH2C1-chloramlns,CIO2-chlorinedioxide,03-ozone,UV-ultravlolet

light,pH-pHadlustment,FeCl3-ferrlcchlorlde,GAC-granularactivatedcarbon,bionit-biologicalnltrificatlon,aer-aeration

EtOAc-ethylacetate,ACTN-acetone,C6-hexane,D雌SO-dlmethylsulfoxide,DCM-dichloromethane,MeOH-methanol

C1水 一 塩 素 処 理 水NH2CI水 一 ク ロ ラ ミ ン 処 理 水,C102水 一 二 酸 化 塩 素 処 理 水,03水 一 オ ゾ ン 処 理 水



表3.2消 毒副生成物による皮膚腫瘍の形成性13)

試料
縫 僕灘 綴 の雛 欝 ・100

未処理水102
塩素処理水106
クロラミン処理水142
二酸化塩素処理水168
オゾン処理水186

糖轡=

0/25
4/25
5/25
0/25
7/25
1/25
16/25

O

P
hU
8

0

0
げ
ー

F
D
3

0
20
32

0

36
4
140

実 験 は 各 試 料 の仁 シエーション作 用 を調 べ た もの 。 プロモーターと して は

TPA(12-o-tetradecan。ylphorb。Dが 用 い られ た 。
.DMBA-7

,12-d重methylbenz(a)anthracene

表3.3解 剖時に検鏡によって観察された病変13}

試料 皮膚腫瘍 組織腫瘍

パピローム 扁平上皮が ん 肺アデノーム 乳腺 腫 胃腫

未処理水0
塩素処理水1
クロラミン処理水1
二酸化塩素処理水0

オゾン処理水2
塩類溶液0
導DMBA8(6》

1

3

ハ7
臼

0

2

1
■6
1

」
恐

3

0

2

F
O

4

1

1

0

0

0

0

0
鳳0
0

2

0

0

0
0

1
0
0

0

0は 腫瘍数 と腫瘍形成個体数が異な るときの腫瘍形成個体 数を示す 。
廓DMBA-7

,12-dimethylbenz(a}anthracene

た例では、二酸化塩素処理水のみに腫瘍形成性が見 られず 、他の3種 に腫瘍形成性

が見 られ る。しか し顕微鏡観察結果を示 した表3.3で は、二酸化塩素処理水でも病

変が起きてお り、有害性 の大小についての明確な結論は得 られていない 。

第2節 実験方法

α1試 料の作製方法 について の考 え方

第1節 に示したように 、塩素,ク ロラミン,二 酸化塩素,オ ゾンを用 いて処理 し、

その処理水を濃縮 した ものを試料 として変異原性を比較す ると、その強 さは 、オゾ

ンく二酸化塩素くクロラミンく塩素 の順 となることが しばしばある といわれる。
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しか し、この際の濃縮方法は多 くの場合、まず消毒処理水をXAD-2等 の樹脂に通水

して吸着 させ る。その後有機溶媒で溶出し、溶媒を減圧濃縮 して乾固 した後 、DMSO

などで再溶解 したものを試料としている。この方法では、実際に消毒処理した水 を

対象とす ることができる反面 、ホルムアルデ ヒドなど親水性物質はXAD-2等 の非イ

オン性樹脂には吸着 しに くいで あろうし、溶媒 を乾固する ことからクロロホルムな

どの揮発性物質は最終的に試料 中に入って こないなど、副生成物 を平等に濃縮す る

ことができない。本研究のように異なる消毒処理水の変異原性の比較を行う場合、

この点には特に注意す る必要がある。それは消毒剤が異なれば有機物との反応性 も

異な り、生成物の種類 も異なる ことが予想されるため、同じ濃縮方法を採った場合 、

変異原性の強さの評価が不平等になる恐れがあるか らである。

そ こで本研究では 、消毒副生成物全体 の染色体異常誘発性を測定することを 目的

に、最初に自然水を濃縮 した上で消毒処理を行 い、処理水をそのまま染色体異常試

験に供す る方法 を採った 。すなわち 、自然水をXAD-2樹 脂に通水 した後 、吸着成分

を溶媒抽 出し、乾固 した残渣を蒸留水に再溶解 して濃縮水を作製する。この試料 に

消毒剤を加えて処理 し、これをそのまま染色体異常試験の試料 とした。もちろんこ

の方法では、自然水 中に存在す る物質のうち 、濃縮できた疎水性物質 しか消毒処理

の対象にな らないという限界もある。

(2)濃 縮琵琶湖水 の作製

吸着樹脂には、自然水中の疎水性物質の濃縮に広 く利用 されているXAD-214}(オ

ルガノ製)を 用いた。

XAD溶 出成分には変異原性がある場合があるとされ 、使用に際してはこれ をよ く

洗浄す る必要がある。XAD-2樹 脂 を、i蒸留水,メ タ ノール,ジ エチルエ ーテルの順

に溶媒を変 えて 、各1日 、スタ ーラー撹搾 して洗浄 した。後述する方法 と同様 にカ

ラムに充填 し蒸留水を通水 した とき流出水のE26。は0,001以 下 とな り、十分洗浄で

きていた。また洗浄済みXAD-2の 空試験を行 うため 、洗浄済みXAD-2を 分液ロー トに

入れ、ジエチルエ ーテル(未 開封の もの)で2度 抽出する。無水硫酸マグネシウム

で脱水 した後 、エバボ レータで蒸発乾固させる。残渣を蒸留水で再溶解 した試料を

染色体異常試験 に供 した。結果を図3.1に 示す 。試料 中に含まれるXAD-2抽 出物量が、

XAD-2容 積 として100m¢までの範囲において染色体異常誘発性は認め られず 、満足で

きる結果で あった 。

なお 、投与量0(コ ン トロール)に おける異常染色体検 出率の平均値は、4,5/50
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表3.4琵 琶湖水と濃縮琵琶湖水の水質

pHE260過 マンガン酸 カリウム

消 費 量 〔mg/¢〕

琵琶湖水('91,5,29}

濃縮琵琶湖水

7,080.0603.6

7.11101650

細 胞 で あ った ので 、図3,1に は この値 をプ ロ ッ トした 。 これ は第2章 図2,21に 示

した よ う に 、コ ン トロール 試験 を12回 行 っ た平均 値 で 、そ の標 準偏 差 は2,6で あ

った 。以 下 の実験 にお いて も、投与 量0に お ける異 常 染色体 検 出率 は 、 この コ ン ト

ロール試 験 の平 均値 をプ ロ ッ トして いる 。

洗 浄済 みXAD-2約300m2を 、直 径5c皿 のカ ラム に充填(充 填 高 さ約15cm)し 、琵 琶

湖 南 湖表 流水 を約40m¢/minで 通 水 させ た 。 この ときE26。 でみ た 除去 率 は 、40%前 後

であ った 。3506～600¢ を通 水 させ た後 、空試 験時 と同様 にXAD-2を 処 理 して最 終 的

にE、,。が10程 度 にな るよ う に調 製 した 。濃 縮 湖水 の 水質 を原 水 と比 較 して 表3,4に

示す 。 この 濃縮 湖水 の染色 体異 常 誘発 性 を調 べ た結 果 を図3,2に 示 すが 、染色 体 異

常の 有意 な 増加 は み られず 、そ の 後 の染色 体 異常 試 験 の コン トロール テ ス トと して

十 分 で あ った 。な お 、琵琶 湖水 の もつ 染色 体 異常 誘 発性 を調 べ る ことを 目的 とす る

場合 には 、前処 理方 法,濃 縮方 法,濃 縮倍 率 の検 討 が さ らに必 要で ある 。

(3)消 毒処 理方 法

塩 素処 理 は 次亜 塩素 酸 ナ トリウム液 を添 加 して行 っ た 。濃 縮 湖水 は200mMリ ン酸

緩衝 液 と し、HC2,NaOHで 微調 整 を行 ってpHを7.2土0.1に 調整 した 。pHの 調整 方 法 は
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図3.3塩 素 の染色体
異常誘発性

他の消毒処理でも同 じである。反応は室温,暗 所で70時 間静置 して行 い、この間に

添加 した塩素の98%以 上が消費された。塩素濃度はDPD滴 定法で測定 した15)。 塩素

処理後 、残留塩素 を除去するために脱塩素剤 を添加すると変異原物質をも還元作用

を受けて変異原活性が著 しく減少することが認め られている12)た め、ここでは脱

塩素剤は添加 しなかった。試料水中の残留塩素が染色体異常試験の結果 に及ぼす影

響について調べた結果 を図3.3に 示す。横軸 の投与塩 素濃度 とは、CHL培 養液中

の濃度を表 し、それが20mg-Cα/0ま では染色体異常試験 に影響していない。したが

って 、(5}染 色体 異常試験 の項で述べ るように 、試料中の残留塩素濃度では200mg

-C2/2ま では染色体異常試験に影響を及 ぼさない ことになる。すなわち 、本実験条

件では残留塩素濃度が200mg-C2/1以 下となった試料について染色体異常試験 を行 う

ことが可能である。他の消毒処理において も脱消毒剤は添加 しなかった 。

オゾン処理は、外径1τmm,高 さ230mmの 小型イ ンピンジャーを用い、オゾン発生

器(三 菱オ ゾナイザOS-IN-A)で 発生させたオゾンを曝気して行った。試料10m2に

対し、曝気流量35m已/min,オ ゾン注入量3,2mg-03/mnで 曝気操作を行 い、この とき

オゾン消費率は30%前 後であった。ヨウ化カ リウム吸収液を用いて 、注入オゾン濃

度と排出オゾン濃度 とを測定 し、その差をオゾン消費量とした 。すなわち、オゾン

の自己分解量や 、試水や装置 自体のもつガス吸収特性などは考慮できて いない。曝

気は最長2時 間 まで行った。なお 、図3.4に 示すように、投与オゾン濃度(CHL

培養液中濃度)が1,2mg-03/2、 すなわち試料中のオゾン濃度が12mg-03/2ま では染

色体異常試験に影響を及ぼさないことも確認 した 。この高濃度のオゾンが染色体 異

常を誘発 しない理由は、CHL細 胞が血清やEagleMEMを 含む有機物の豊富な培地
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図3.4オ ゾンの染色体異常誘発性

で培養 されているため、オゾンを注入 した後瞬間的にオゾンが消費 し、その結果C

HL細 胞に何 も影響を及ぼさなかったものと思われる。オゾン処理水は、オゾン曝

気後 ただちにCHLに 投与 した。このとき試料水中に残存する溶存オゾン自体が染

色体 異常試験結果 に影響 を及ぼさないことは、図3.4に よって確認できた。また 、

オゾン濃度は、ヨウ素反応 一吸光光度法で測定 した16,。

クロラミンと二酸化塩素につ いては、数千mg-C2/2の 消毒剤消費量 となるように 、

オゾン処理時 と同じイ ンピンジャーを用い、いずれ も曝気 によって消毒剤 を添加 し

た。クロラミン処理は、pHlO,170g/2の 塩化アンモニウム溶液200mεに対 し、次

亜塩素酸ナ トリウム溶液20mlを 添加 し、空気流量約20m¢/minで 曝気 して得 られ るク

ロラミンを試料20謡 中へ導入 した 。図3,5に 、クロラミンの曝気処理 中にお ける 、

クロラミンの注入量 と消費量を示す 。発生するクロラミン量は時間 とともに減少す

るので次亜塩素酸ナ トリウム溶液 を繰 り返 し注入 して曝気 を継続 した。初期におけ

る注入量は約0.04mg-C2/皿loで 、消費率は90%以 上であった 。ヨウ化カ リウム吸収液

を用いて 、曝気クロラミン量 と排出クロラミン量を測定し、その差を消費ク ロラミ

ン量とした。曝気は最長51時 間まで行った 。なお 、図3,6に 示すように 、投与クロ

ラミン濃度(CHL培 養液中濃度)が30mg-C6/已 、すなわち試料中のクロラミン濃

度が30舳g-C2/2ま では染色体異常試験 に影響 を及ぼさない ことも確認 した。この結

果 、本実験条件において試料水 中に残存す るクロラミンは染色体異常試験結果 に影

響を及 ぼさない ことが確認できた 。また 、クロラミン濃度は、DPD滴 定法で測定 し

た15⊃。

二酸化塩素処理 は、13g/¢亜塩素酸ナ トリウム溶液250m2に(1+9}硫 酸5m2を 添加 し、

空気 流量約20m2/minで 曝気 して得 られる二酸化塩素を試料20m2中 へ導入 した(途
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中亜 塩素 酸 ナ トリウム粉 末 を充 填 した洗 浄 層設 置)。 図3,7に 、二酸化 塩 素 の曝 気

処理 中 にお け る 、二 酸化 塩 素 の注入 量 と消 費量 を示 す 。二酸 化塩 素 の発 生が安 定 し

た とき の注入 量 は0,19mg-ce/minで 、消 費率 は90%以 上 であ った 。 ヨウ化 カ リウム 吸

収液 を用 い て 、曝気 二酸 化 塩素 量 と排 出二 酸化 塩 素量 を測定 し 、そ の差 を消 費二 酸

化塩 素量 と した 。曝 気 は最 長12時 間 まで行 っ た 。また 、二酸 化 塩素濃 度 はDPD滴 定

法で 測定 した15}。

(4}副 生成 物 の分析

塩 素処 理 に よ って生 成 したク ロ ロホルム 濃度 はmg/醒 のオ ーダ ーで あ った ので 、試

料 を ジエ チ ル エ ーテル 抽 出 し、ガ ス ク ロマ トグ ラフ(Yanaco,G180》 の水 素炎 イ オ ン

化検 出器(FID)で 測 定 した 。カ ラム は25%FAL-Mon80/100meshChromosorbWを 用

い、カ ラム 温度 と注入 口温度 はそ れぞ れ70℃,90℃ と した。低 分子 アル デ ヒ ドは 、2,

4一ジニ トロ フェニ ル ヒ ドラ ジンを用 いて誘 導 体化17}し 同様 にFIDで 測 定 した 。
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㈲ 染色体異常試験

新生チャイニーズ ・ハムスター雌の肺細胞(細 胞名CHL/IU,大 日本製薬)を 、Ea

gleMEM90%+ウ シ胎児血清10%の 培養液を用い 、3τ℃で継代培養 しておいた ものを

使用 した。底面積40cm2の 培養 ピンを用いてお り培養液量は18m2と している。継代

後1日 目に試料2m2を0,22μmフ ィルターで除菌ろ過 しつつ添加 した 。したが って試

料中の物質 は培養液中で1/10に 希釈されて いる。試料 のpHは 添加時に7,2±0,2に

調整 した 。試料を添加 してか ら24時 間培養 した後 、染色体標本を作製 した。なお培

養は開放系ではなく閉鎖系で行 い、また代謝活性化は行わなかった 。

(6}画 像解析法

染色体標本は1000倍 で検鏡す るとともに、顕微鏡画像を直接テ レピカメラよ り入

力し、画像解析を行った 。異常染色体の うち、画像解析によ り交換型異常染色体 を

検出,定 量化 した。原則 として染色体像は任意の50細 胞 を入力 し、画像解析 した。

CHL細 胞 は25本 の染色体 をもっているので 、1染 色体標本 中1250本 の染色体を解

析対象 としていることになる。

第3節 実験結果と考察

3.1各 消毒処理水の実験結果

(1}塩 素 処 理

塩 素 処 理 に よ るE、6。 減 少 を 図3,8に 、 ま たpH変 化 を 表3.5に 示 す 。5000mg-C2/2,
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表3.5塩 素処理 によるpHの 変化

塩素添加量 塩素添加時70時 間後
〔mg-C2/2〕 pHpH

30 7,307.22

100 7,297.21

300 7,297.22

1200 7,11τ.10

5000 7,336.99

1200mg-C2/¢ の 塩素 を添 加 した 試料 の70時 間後 の残 留塩 素 はそれ ぞれ100mg-C2/2,

25mg-C2/ε,そ れ以 外 の試 料 の残 留塩 素はゼ ロで あっ たので 、添 加 した塩 素 の ほぼ

全て が 消費 され て いた 。図3,3に 示 したよ う に 、この残 留塩 素が 染色体 異常試 験 結

果 に影 響 を及 ぼす ことは な い。図3,8よ り、少 量 の塩 素でE26。 の大部 分 が消 費 され

て しま う ことが わ か る 。ま た反応 前後 のpH変 化 を測 定 した ところ 、緩 衝液 中で あ る

にもか かわ らずpHは や や低 下傾 向 に あった 。HOC2に よ る酸化 反応 お よび 塩素化 反 応

を次 の よ う に模 式 化 して考 える と18)

塩 素化:Org-H十HOCI→01g-Cl十H20(1}

酸化:Org-H+HOC¢ →Org-OH+HC2(2}

塩素 化 の場 合 、弱 酸で あるHOC2が 消 費 され て 水 を生ず るた めpHは 上 昇 し、酸 化 の場

合 、HC2が 生成 す る のでpHは 低 下す る 。 した が って酸 化 反応 の方が 卓越 して いた も

の と推察 され る 。
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塩素処理によって生成 したクロロホルム,お よびC。か らC、までの直鎖 の低分子ア

ルデヒ ドを測定した結果を図3,9,図3,10に 示す。第1章 第3節 で示 したように、

塩素処理において も、酸化反応がおきているためアルデ ヒドが生成 している。

図3,llに 塩素処理水の染色体異常試験結果を示す。縦軸 は50細 胞の染色体 像をと

りあげて画像解析 した結果 、検 出された交換型異常染色体の数を示 して いる。塩素

添加量ゼ ロの ときの値は 、コントロールテス トの平均値4,5/50細 胞 をプロッ トし

たもので ある。
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図3.11の 染色体異常誘発性に対する、測定 されたクロロホルム,低 分子 アルデ ヒ

ドの寄与 を、第2章 第4節 で行 った実験結果か ら考察 してみる。まず 、クロロホル

ムの結果を示 した図2,18か ら、数千mg/0の クロロホルムを投与 しても交換型異常の

生成が有意 に増加 したとはいえない結果になって いる。したがって、図3,9の クロ

ロホルムの生成 と図3.11の 染色体異常誘発性 とは対応 して いるものの 、クロロホル

ムの寄与はほとんどないといえる。有害性の測定指標 という点では、図3,9と 図3,

llの対応関係か ら、クロロホルムの測定意義 はもちろんあるが、処理水の有害性そ

のものを測定 して いるのではないことに注意する必要がある。また、ホルムアルデ

ヒドの試験結果は図2,19に 示している。図3,10で ホルムアルデヒ ドの最高生成量は

7mg/¢であったが 、染色体 異常試験における培養液中濃度は0.7mg/2で ある。図2,19

よ り、この濃度のホルムアルデ ヒ ドによる染色体 異常誘発性はほとんどない。図2。

20に他のアルデ ヒドの結果 を示 して いるが 、同様 に、生成 したアルデ ヒ ド濃度での

染色体異常誘発性 はほ とん どないといえる。以上の結果 、図3.11に 示された染色体

異常誘発性 は図3,9,図3,10で 測定されたクロロホルム,低 分子アルデ ヒ ドでは説

明されない ことが明 らか となった。

染色体異常誘発性 と副生成物 との関係をさらに考察するため 、塩素処理時 のpHを

変えることによ り、塩素 と有機物 との反応性,副 生成物の生成特性を変える実験 を

行った 。

図3,12は 、濃縮湖水 をpHを 変えて塩素処理 した後の残存E26。を示 した もので 、表

3,6は 反応前後のpH変 化 を示 した ものである。塩素の注入量は600mg-C2/2,初 期E

26。は8,9で ある。HOC2の 卓越す る低pH域 ほど酸化力が強いため 、残存E26。値が小 さ

く、塩素による酸化が進んでいることを示 している。図3,13は 、この処理水の染色

体異常誘発性 とクロロホルム濃度を測定したものである。塩素酸化がよ り進んだ低

pH域 の処理水の染色体異常誘発性が強い。一方 、クロロホルムは、逆 に高pH域 の処

理水に多 く含 まれて いる。高pH域 では、有機塩素化合物の全体量は少ないものの、

第1章 第3節 で示 したように生成 した有機塩素化合物は加水分解 を受けやすいため 、

クロロホルム生成量が多 くなると考え られる。図3,13で は 、染色体異常誘発性 とク

ロロホルム生成量とが逆パターンとなった。図3,11お よび図2.18に よって、塩素処

理水の染色体異常誘発性 に対するクロロホルムの寄与がほとん どないことを確認 し

てお り、図3,13は 、塩素処理水の染色体異常誘発性には、クロロホルムよ りも他 の

有機塩素化合物または他 の酸化副生成物の方が重要である ことをさらに確認する
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ものといえる。一方 、生成 した低分子アルデヒ ドを測定した結果を図3,14に 示す。

アセ トアルデヒ ドは、低pH側 で生成量が多 く高pH側 で少ないが、アセ トアルデ ヒ ド

はアセチル基 をもつのでハ ロホルム反応 によってクロロホルムが生成す る結果 とも

考 えうる19}。 ホルムアルデヒ ドの生成量は 、染色体異常誘発性 とは逆傾向さえ認

め られる。全体的には、この種のアルデ ヒ ド類が塩素処理水の染色体異常誘発性に

寄与 している とは考 えに くい。

塩素処理水の染色体異常誘発性 と副生成物 との関係について 、これまでに得 られ

た結果 を再整理する と、

① クロロホルムの寄与 はほ とん どない。
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②低分子アルデヒ ド類 の寄与もほとんどない。

③塩素によって有機物が酸化 された量と染色体異常誘発性 とは対応 して いる。した

がって 、クロロホルムの他の有機塩素化合物あるいは他の酸化副生成物が寄与 して

いると推察できる。

(2}オ ゾ ン処 理

オゾ ン処 理 に よるE、6。の変化 を図3.8に 示 す 。 この 間pHは 約0.1低 下 した程 度で あ

った 。 図3,15に 、生 成 した低 分子 アルデ ヒ ドの測 定 結果 を示 した 。 オ ゾン消 費量

12900mg-03/2が オ ゾ ン曝 気 時間2時 間 に対 応 す る 。図3.16に オ ゾ ン処理 水 の染 色体

異常 試 験結 果 を示 す 。オ ゾ ン消 費量12900皿g-03/2(曝 気時 間2時 間)の 試 料 は 、C

HLに 対 す る細 胞 毒性 が 強 く細胞 が死 滅 した 結果 、染 色体 の観 察 がで き なか った の

で 、図3,16で は消 費量6900mg-03/2(曝 気 時 間1時 間)ま での 結果 を示 して ある 。

消費 量2000mg-03/Eま で は染色 体 異常 誘発性 は ほ とん どない こ と,そ の後 消費 量増

大 に伴 って 増大 し高消 費 量 では塩 素処 理水 を上 回って いる こ とが わか る 。 また 、 こ

の染 色体 異 常誘 発 性 に対 す るホル ム アルデ ヒ ドをは じめ とす る低 分子 アル デ ヒ ドの

寄与 は 、 これ ら化 合物 の 染色体 異 常試 験結 果(図2,19,図2.20)か らみて ほ とん ど

な い とい える 。

(3}ク ロ ラミ ン処 理

ク ロラ ミ ン処 理 にお けるE26。 変 化 を図3,8に,pH変 化 を図3,17に 示す 。ク ロ ラミ
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図3,16オ ゾ ン処 理 水 の 染 色体 異 常 誘 発 性

ン処 理 の 間 にpHは 大 き く上 昇 し た 。 ク ロ ラ ミ ンの 酸 化 反 応18》 は

NH2C2十H20十2e-→C2-十NH3十 〇H一

あ る い は

NH3C2+十H+十2e-→C2閂 十NH4+

で 記 述 さ れ 、い ず れ もpH低 下 を も た らす 。塩 素 化 の 場 合 に は 例 え ば

Org-H十NH2C2→Org-C¢ 十NH3

-54一
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図3.19ク ロラミン処理水 の染色体 異常誘発性

のよ うにpH上 昇 とな る 。 いま塩 素化 が 中心で 反応 が進 行 した とす れ ば 、pHと ク ロ ラ

ミ ン消費量 の 関係 は 、緩 衝液 濃度 をCB,pK。=7,2,ア ル カ リ濃 度 をCSA,ア ンモ ニウ

ム のpK。 を9,3と して

1

夘 ラミン消費 量=(1+10-9'3+PH}(+10}14+'H-10-PH-CsA)(6)
1+10-pH+7・2

と記 述 され る 。 この式 に従 った 場合 のpH変 化 とク ロラ ミン消 費量 との 関係 を 図3,17

中に実線 で 示 した 。実 験 値 と適合 して いる ことか ら大 部分 の 反応 は塩 素化 で あ る と

推察 され る 。

ク ロラ ミ ン処 理 によ る生成 物 は 、図3,18に 示す よ うにホ ル ム アルデ ヒ ドの み定 量

で き 、そ の最大 値 は 約1mg/¢ で 、他 の低 分子 アル デ ヒ ドの生 成 は痕跡 量 で あっ た 。
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また塩 素化 が 反応 の中心 で あ る と推 察 された もの の 、ク ロ ロホ ル ム の 生成 は 認 め ら

れ なか った 。

ク ロ ラミ ン処 理 水 のpHを7,2土0,1に 調整 した もの を試 料 と して染 色体 異常 試験 を

行 った 結果 を図3,19に 示 す 。交 換 型 異常 の有 為な 生成 は認 め られ なか った 。

図3,19の 実験 で はpHが 大 き くア ル カ リ側 に傾 いた も のを試 料 と して いる ので 、つ

ぎにpHを コ ン トロ ール して実験 を行 った 。図3.20に 示 す よ う に 、ク ロ ラ ミン処 理 中 、

pHは7,0±0,3に コ ン トロール した 。E26。 変化,低 分 子 ア ルデ ヒ ドの生 成 は先 の結 果

と大 差 な く、ま た図3,21に 示す よ うにや は り交換 型 異常 の有 為 な 生成 は認 め られな

か った 。
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(4)二 酸 化 塩素 処理

二 酸 化 塩素 処理 によ るE26。 変 化 を図3,8に 、pH変 化 を 図3 ,22に 示す 。二 酸 化塩 素

の酸 化 反応18}は

ceo2十e-→C202(7}

と進 む が 、HC20、 のpK。 は2程 度 で ある か らClO、}は ほぼ解 離 し 、pHは 低 下す る 。 こ

の反 応 が進 行す る と して 算 出 したpH変 化 と二 酸 化 塩素 消費 量 との関 係 を図3.22に 実

線 で示 した 。pH変 化 量 は実験 値 よ りも大 き く 、酸 化 の他 に塩 素化 も進行 して い る と

考 え られ る 。

生 成低 分 子 アル デ ヒ ドの測 定 結果 を 図3,23に 示す 。生成 量 は塩 素処 理 水,オ ゾ ン

処理 水 よ りは少な か っ た 。また 、ク ロロホル ム の 生成 は認 め られ な か った 。

ところ で 、二酸 化 塩素 処 理水 をpH7.2土0,1に 調 整 した もの をそ の ままCHLに 投

与す る と.試 料 の細胞 毒 性 が強 く染 色体 の観 察 が不 可 能で あ った 。二 酸 化塩 素 消 費
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図3,23二 酸化塩 素処理 による低分子 アルデ ヒ ドの生成

量4000mg-C9/2の 試 料 を希 釈 し、CHLに 投与 して 培 養 した 後 、ガ ラス 面 に付着 し

て いる細 胞(生 育細 胞)を 計数 した結 果 を図3,24に 示 す 。 この 結果 、二 酸化 塩 素処

理水 は強 い細胞 毒性 を もつ ことが わか った 。細 胞 毒性 が弱 ま って染 色体 の観 察 が 可

能 とな る希 釈倍 率 で は 、染色体 異 常誘 発性 もみ られな か った 。一般 に 、二酸 化 塩 素

の酸 化反 応 で は 、(7)式 のよ うに亜 塩 素酸 イ オ ン(C20、 一)が 生 成す る 。本実 験 にお

け る二酸 化塩 素 処理 水 中 のC60、 一を測定15⊃ した結果 を図3.25に 示す 。 このCε0、一の

細胞 毒性 を調べ るた め 、NaClO、 をpH7,3リ ン酸 緩衝 液 に溶解 した もの をCHLに 投

与す る実 験 を行 った 。結 果 を図3,26に 示す 。培養液 中 のC¢0,一濃度 が7,8mg-C2/2以

上で は染 色体 の観察 が 不 可能 にな っ た 。図3,24の 実験 にお け る 、希 釈 前 の試料 水 中
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図3,25

●/●

/
●/●

/ノ

染色体縣 磯
C602一濃度棚

200D40CO60∞

二酸化塩素消費量 〔mg-C¢/の

二酸化塩素処理に伴う亜塩素酸イオンの蓄積

のC202『 濃 度 は 、CHL投 与時 にお いて880mg-C2/2(培 養液 中 で は この1/10)で あ

り、試 料水 中のC¢0,一濃度 と細 胞 毒性 とが 図3,24と 図3,26と で似 て い る こ とか ら、

二酸 化塩 素 処理 水 の細 胞 毒性 の大 部分 はceo、 一に起 因す る と推 測 して い る 。

と ころでC20、 一も弱 い なが ら酸 化 力 を有 す る(第1章 表1,4参 照)の で 、水 中で物

質 と反応 し 、徐 々に減 少 して い くもの と考 え られ る 。二酸化 塩 素処 理後 の経 過時 間

とC¢0、一濃度 変 化 を図3.27(1)(2}に 示 す 。染 色体 の観 察 が可能 なCOO、 一の培 養 液 中濃

度 は図3.26よ り5.5mg-C2/¢ で あ り、試料 中濃 度 が55mg-C2/似 下 になれ ば 染色 体 異
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図3.27(1}亜 塩素酸イオ ンの残留性

常試験が可能で ある。二酸化塩素処理水を6日 間放置 した試料の染色体異常試験結

果を図3.28に 示す 。結果的に二酸化塩素消費量1850mg-C2/¢ までの試料の試験を行

い、染色体異常誘発性 を検 出す ることができた。なお 、図3,29に 示すように 、ceo、

一にも染色体異常誘発性 はわずかに認め られるが
、図3,28に み られ る染色体異常誘
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表3.7二 酸化塩素処理水の
エーテル抽出前後の水質

pHE26。C¢02-

〔mg-Cε/幻

抽出前
抽出後

6,426.5780

6.61き0.520

二酸化塩素消費量5000mg-C2/2の 試料の

抽 出前後 の水質 。 事は 、自然風乾後の残

渣 を蒸留水で溶解 した ときのpH。CHL投

与試料はpH7,2リ ン酸緩衝液 に溶解 した 。
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図3,30二 酸化塩素処理水のエーテル
抽出成分の染色体異常誘発性

発性 の ほ とん どはC60ゼ 以 外 の副 生成 物 によ る もの と考 える ことがで き る 。 また 、

測定 され た低 分子 ア ルデ ヒ ド(図3,23)の 寄 与 はほ とん どない と考 え られ る 。

C¢0、一の 影響 を除去す るた め 、二 酸 化塩 素処 理水 をジエチル エ ーテ ル で抽 出 し、

自然風 乾 させ た残 渣 を 、pHτ.2リ ン酸 緩衝液 で 再溶解 した もの を試料 と して染 色体

異常試 験 を行 っ た 。表3,7に ジエ チル エ ーテ ル抽 出前後 の水質 を示 した 。 このよ う

に 、C¢0、一の影 響 はな く二 酸化 塩 素 消費量5000皿g-C¢/¢ まで の試験 が行 え たが 、図3,

30に 示す よ うに染 色体 異 常 誘発 性 を検 出す る ことはで きな かっ た 。

3.2ま とめ と考察

まず 、以上行 った各消毒処理水の染色体異常試験結果をまとめて図3.31に 示す 。

横軸は消毒剤の消費量をmg-C2/2ま たはmg-0,/2で 表示 してある。実際の琵琶湖水 に

おける消毒剤消費量 と染色体異常誘発性にっいては、本実験では過マンガン酸カ リ

ウム消費量でみて約420倍 に濃縮 したものを試料 としていることか ら、図3.31の420

mg/2の 位置が 、実際の琵琶湖水に消毒剤1皿g/2を 消費 させた場合に対応するとみな

す ことによ り、染色体異常誘発性の大小関係 を比較 しうる。実際の消毒剤注入範囲

が0.5mg/2～5皿g/2の 範囲であるとすれば、図3,31で は、210mg/¢～2100mg/2の 範囲

で大小比較 を行 えばよい。ただ し図3,31は 、本章で行 った染色体異常試験の結果 を

まとめた という段階であ り、微生物に対す る安全性を含めた消毒処理水 の安全性 評

価 のためには、新たな物差 しが必要になる。図3,31の 実験結果 を利用 した解析およ

び考察は第6章 で行 うこととし、ここでは実験結果そ のものにっいて述べる。
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まず塩素処理水は、低消費量範囲か ら染色体異常誘発性を有意 に認め、4種 の中

では最 も強いといえる。つぎに二酸化塩素処理水は、塩素処理水よ りも弱 く、最大

でも塩素処理水の1/2程 度である。オゾン処理水は 、高消費量範囲では塩素処理

水以上 となっているものの 、通常 の消毒範囲では、塩素処理水や二酸化塩素処理水

よりも染色体異常誘発性は弱い と考えてよいであろう。またクロラミン処理水の染

色体 異常誘発性は認め られない。

す なわち消毒処理水の染色体異常誘発性 は、通常の消毒処理範囲では 、塩素処理

水が最 も強 く、っいで二酸化塩素処理水,オ ゾン処理水の順であ り、クロラミン処

理水の染色体 異常誘発性が最も弱い といえる。

第1節 で述べたように 、4種 の消毒処理水の変異原性を比較す ると、塩素処理水

が最 も強 く、っ いでクロラミン処理水,二 酸化塩素処理水の順であり、オゾン処理

水が最も弱い結果 となる ことが しばしばある。この際の実験方法は 、原水 を消毒処

理 した後 、まずXAD-2な どの樹脂 に通水する。吸着物質を有機溶媒で溶出 し、溶媒

を減圧濃縮 して乾固した後 、DMSOな どで再溶解 したものを試料 とする方法が採 られ

ている。この濃縮操作によって回収 された化合物名や 回収率な どは調べ られていな

いのが普通で 、消毒処理水の変異原物質のうちどの成分が実際に変異原性試験 に供

されたか ・その成分は消毒処理水の変異原活性の重要な成分であるのかな どは不明
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なままである。変異原物質の濃縮方法20,に ついては、樹脂吸着法の他 に、減圧濃

縮法,液 々抽 出法,逆 浸透法などがある。減圧濃縮法は、水中の不揮発性物質の回

収には最 も収率 の良い方法であるが 、多量の試料水を処理するには長時間を要する

ほか、揮発性物質が回収できず 、また無機塩濃度の高い濃縮液 が得 られるため変異

原性試験に使用 しに くいという欠点がある。液々抽出法は、多量の試料水 を処理 し

にくく、極性物質の抽 出率が低 く、また濃縮率をあげるために溶媒を蒸発 させ るの

で揮発性物質は回収できない。逆浸透法は 、多量の試料水を濃縮す るには大型装置

を必要 とし、濃縮率が低 く、また低分子極性物質の回収率が低 い。またこれ らを組

み合わせる方法も試み られている2Dが 、操作が著 しく複雑 となる。このように消

毒処理水の変異原性試験のための試料の調製方法には 、重要な問題点が残されてい

るのが現状である。そ こで 、水中の親水性物質に関する分析的研究や 、水中の変異

原活性 を適切に測定す る方法の開発が求め られている22}。

本研究では、4種 の消毒処理水の変異原活性を比較するのが目的であるので 、濃

縮過程での副生成物の回収率の違 いには特 に注意する必要がある。それ は、異なる

消毒処理水 中には異なる種類の副生成物が含 まれ ると想定され るか らで あるが 、そ

れらを平等 に濃縮する ことは現時点では極 めて困難で ある。そのため本研究では 、

消毒処理後 に濃縮操作 を行 うことを避 け、消毒処理に先立って濃縮操作 を行 い、消

毒処理水 をそのまま染色体異常試験の試料 とした ものである。この手順 によれば、

副生成物全体の染色体異常誘発性 を調べることができ、また、消毒処理水の染色体

異常誘発性 に対する副生成物の寄与度 につ いても検討 を加えることが可能になる。

本実験にお いて消毒処理水の染色体異常誘発性 は、塩素処理水が最 も強 く、っいで

二酸化塩素処理水,オ ゾン処理水の順であ り、クロラミン処理水の染色体異常誘発

性が最 も弱いという結果になった 。この結果を従来の結果 と比較した場合、先に述

べた試料調製方法の問題や実験条件に関する情報が不足しているために確かな こと

は指摘 しにくいが 、二酸化塩素処理水 とオゾ ン処理水の変異原性が相対的に強い結

果となっているのが特徴 といえるようである 。その理 由としては、消毒処理の対象

水が異なる こと,Ames試 験ではな く哺乳動物の培養細胞を用 いた染色体異常試験 に

よる結果である可能性 も否定できないが、や は り変異原性試験のための試料の作製

方法 の違いによるもの と考 える。すなわち 、二酸化塩素処理水 とオゾン処理水の変

異原性が相対的に強 い結果 となったのは、従来の 、消毒処理後に濃縮する方法で は

回収 できなか った 、親水性の副生成物が本実験では試料中に存在するためと推察 し
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うる。

一方 、本実験では、ク ロラミン処理水 の染色体異常誘発性は認め られなかったが、 、

これ は二酸化塩素処理水 とオゾン処理水の染色体異常誘発性が相対的 に強かったた

め 、クロラミン処理水の染色体異常誘発性 を有意に認めるまでの実験 を行 って いな

いだけであると考える。クロラミン処理水の変異原性は 、塩素処理水の1/7で あ る

という報告7}や 、半分程度 のケ ースがあるという報告例2⊃のか らみて 、本実験にお

いても、クロラミン消費量をさ らに増大させた り琵琶湖水の濃縮倍率をあげれば 、

染色体異常誘発性があらわれることも予想 される。

本実験方法の問題点は 、消毒処理の対象物質が 、自然水 中物質の うちXAD-2樹 脂

に吸着 しかつジエチルエ ーテルで抽出可能である疎水性の物質に限 られている点で

ある。この点は、エバボ レーターによる直接濃縮法や凍結乾燥法を採用すれば改善

することはできるが、濃縮時間がはるかに長 くなる,無 機塩濃度の高い液 となるな

どの問題が新たに派生 し、水中物質をどこまで平等 に濃縮できたか という問題点 は

やはり残 り続ける。消毒処理水の変異原性試験 における試料作製方法 は今後の大き

な課題である。

第4節 塩素と代替消毒剤の比較

ここでは各消毒剤の特性 をまとめて塩素 と比較す る。

二酸化塩素について

1)染 色体異常誘発性は塩素処理水 よりも弱かったが 、有意に認められ た。

2)pHの 低下傾向よ り、酸化に加えて塩素化 も進行 していると推察 された。

3)E26。 消費量は塩素よ り小さかった。

4)低 分子アルデ ヒ ドの生成が認め られたが 、塩素処理水,オ ゾン処理水 よ りは少

なか った。またクロロホルムの生成は認め られなかった。

5)亜 塩素酸イオ ン(Cε0、一)が 蓄積す る結果、処理水の細胞毒性が認め られた。

まず 、染色体異常誘発性 は塩素処理水よ りも弱い点で好ましい。しか し、処理水

に別の毒性が加わる点 に注意が必要になる。C20、一の他 、少量生成 して いると思わ

れる23}塩 素酸イオン(C20、 一),さ らにC20、とあわせて、米国EPAは 飲料水中の こ

れ らの残留量の合計を0.5mg/2以 下に制限する ことを提唱している24}。 すで に指摘
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されている ことではあるが ・二酸化塩素処理ではこれ らの無機副生成物 の管理の必

要性が確認される。

クロラミンについて

1)処 理水による染色体異常の有意な生成は認め られなかった。

2)pHの 上昇傾向よ り、塩素化が中心に進行 していると推察 された。

3)E260消 費量は最 も小さかった。

4)ホ ルムアルデ ヒ ドのみが定量され 、他の低分子アルデ ヒドの生成量は痕跡量で

あった。またクロロホルム の生成 も認め られなかった 。

本実験 における湖水の濃縮倍率,ク ロラミン消費量の範囲では染色体異常誘発性

を認めなかった点が注 目される。

オゾンにつ いて

1)染 色体異常誘発性は、低消費量 範囲では認め られないが 、高消費量範囲では塩

素処理水以上となった 。

2)E26。 消費量は塩素よ り小さかった。

3)低 分子アルデヒ ドの生成が認められたが 、それ らの染色体異常誘発性に対す る

寄与はほとん どないと考え られた。

図3.31に おける消費量420皿g/2が 実際処理での1mg/9に 対応す ることか ら、消毒

に使用する範囲では 、塩素 と比較 して染色体異常誘発性は低 くおさえ られると考え

られる。一方 、高注入率範囲で増大す る点が注 目され 、消毒ではな く他の用途に、

オゾンを高注入率で使用するとき注意が必要である。

第5節 結 語

濃縮 した琵琶湖水 を4種 の消毒剤を用いて処理 し、その処理水の染色体異常誘発

性を比較検討 した 。消毒処理に先立って濃縮操作を行った ことで、副生成物全体の

染色体異常誘発性を調べる ことができ、また染色体異常誘発性に対す る副生成物の

寄与度 にっいて も1、2の 考察 を行 うことができた。ここに結果を要約す る。

各消毒処理水の染色体 異常誘発性にっいて 、

①塩素処理水 は低塩素消費域か ら染色体異常誘発性 を有意に認め、4種 のうちで は

最 も強か った。

-65一



②二酸化塩素処理水 については、まず染色体異常誘発性は塩素処理水よ りも弱 く好

ましいといえた。しか し、亜塩素酸イオン(C¢0。一)が 蓄積す る結果細胞毒性が認

め られ 、無機副生成物の監視は怠れないと考 え られた。

③ クロラミン処理水 は、本実験における琵琶湖水の濃縮倍率,ク ロラミン消費量の

範囲では染色体異常誘発性 は認め られなかった。

④ オゾン処理水は、低消費量範囲では染色体 異常誘発性は認め られないが、高消費

量範囲では塩素処理水 を上回る点が特徴で あり、消毒ではな く他の用途 にオ ゾンを

高注入率で使用する とき注意が必要であると考 えられた。

結局消毒処理水の染色体 異常誘発性は 、通常の消毒処理 範囲では、塩 素処理水が

最 も強 く、ついで二酸化塩素処理水,オ ゾン処理水の順であ り、クロラミン処理水

の染色体異常誘発性が最 も弱いといえた。

染色体異常誘発性に対す る副生成物の寄与にっいて 、

⑤副生成物 としてクロロホルムとC。～C、の直鎖低分子 アルデ ヒ ドを測定 し、各消毒

処理水の染色体異常誘発性 との関係にっいて検討 した ところ、これ らの副生成物 は

いずれ も、消毒処理水 の染色体異常誘発性 にはほとん ど寄与 していない ことが明 ら

か となった。

⑥特 に、pHを 変化 させて塩素処理 を行 った結果 、塩素処理水の染色体異常誘発性 と

クロロホルム生成量 とは逆傾向を示 した 。しか し、塩素によって有機物が酸化され

た量と染色体異常誘発性 とは対応 していた ことか ら、他の有機塩素化合物または他

の酸化生成物の寄与が示唆された 。

なお染色体異常誘発性 に対す る副生成物の寄与 にっいては、付録 において詳細に

検討す る。
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第4章 大腸菌フ ァージの不活化 に関す
る実験

本章は 、ウイルス汚染の指標 として大腸菌フ ァージをとりあげ、各消毒剤の不活

化力と不活化特性 につ いて実験的 に検討す るものである。第1節 では、実験に使用

した大腸菌フ ァージが、水道で問題 となる腸管系ウイルス と同 じ種類に群別できる

かにっいて検討し、第2節 では 、大腸菌ファージの不活化特性について検討する。

第1節 大腸菌ファージの分離と群別

1.1ウ イル ス とフ ァー ジの形 態1)

主 要 な動 物 ウイ ルス 科 の粒子 形態 を分 類 した ものを表4,1に 示す 。水道 で 問題 と

な るポ リオ(polio),コ クサ ッキ ー(coxsackie),エ コ ー(echo)な どの腸管 系

ウイ ル スは 、ピコル ナ ウイ ルス(picornavirus)科 に属 し、(1)直 径20-30nmの 小型

球状,(2)1本 鎖RNAを もつ,(3}エ ンベ ロープ を もたな い 、な どの性状 を有す る 。

一方 、フ ァー ジの粒 子 形態 を分 類 した もの を表4,2に 示す 。ピ コル ナ ウイル ス科 の

ウイル ス と同 じ性状 を有 す るフ ァー ジは レ ピウイル ス(1evivirus)科 と呼 ばれ 、

f2,MS2,Qβ な どの大 腸 菌 フ ァー ジは こ こに属す る 。た だ し、同 じ大 腸 菌 フ ァー ジ

で もT系 大 腸 菌 フ ァ ージな どは 、核 酸 の種類 はDNAで 大 きさ も100nm以 上 の もの も あ

り、腸 内 ウイ ル ス の性 状 とは大 き く異 なるの で注 意 を要す る 。

1.2宿 主菌の単離 と同定

宿主菌は、大津市終末処理場流入水 を試料 とし上水試験方法2》にしたがって単離

した。複数の単離菌株 のうちどれ を宿主菌として採用するかは、実際に菌株 と流入

水とを平板培地 上に混釈 してブラック(溶 菌斑)形 成の有無を調べ 、そ の結果最 も

ブラック数の多か ったものを宿主として採用 した 。この際の大腸菌フ ァージの検 出
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表4.ユ 主な動物ウイルスの分類n

エ ンベロープをもっていない

一本鎖RNA

ピコルナウイルス科 ④

(ヒトボリオ1型}

二 本鎖RNA
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(財1型)
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燃
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ノ
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イ

(

エ ンベロープ をもって いる

(+}鎖RNA

⑧

トガウイルス科

(シンドピス)

(一)鎖RNA

、⑳ ・
ラウドウイルス科

㈱巨性ロ内菊

ブニヤウイルス科

(ブニヤンベラ}

129鯉

レトロウイルス科 コロナウイルス科

(ラウス肉圓(ト リ伝染性気管支炎1

パラミクソウ

イルス科(醐

嚇
オルトミクソウイ

ルス科(インフルエンザ}

⑧
アレナウィルス科

(リンパ球性儲 髄摸炎}

二本鎖DNA

⑭
綴 ウ
(輯へ胴 ス}

⑭
欄ウ
(鯵核㈱

㊥
ボツクスウィ

ルス科

(ワクシニア}

表4.2主 なフ ァージの分類n

エ ンベ ロープをもって いな い

一本鎖RNA

騰鵬 ・

1縮

一 本鎖DNA

イノウィルス科

(MV-Ll型}⊂===ユ
ミクロウイルス科

(φX174)O

イノウィルス科(fd聖}一

二本鎖DNA

鮮
(P2)(T2)

↑
スティロウイルス科 ペドウィル

(λ,T5}

傘)奪
テクチウイル コルティコ

ス科(T3,7}ス 科(PRD1}ウ イルス科

〔PM2)

エンベロープ
をもっている

二本鎖RNA

◎
シストウイルス科

(φ6)

二本鎖DNA

○
ブラズマウイルス科

(MV-L2》
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方法 をっ ぎ に示 す 。 あ らか じめ径 正Ocmペ トリ皿 に普通 寒天培 地10謡 を入れ 、放 冷 し

て 固め た平 板へ 、E。col'の 普通 ブイ ヨ ン培 養液1m¢ と 、0.22μmフ ィル タ ー にて 除 菌

ろ過 した試 料1謡 を注 入,さ らに半流 動普 通寒 天 培地10認 を入れ て混 釈す る(重 層

寒天法)。 試水 中に大 腸 菌 フ ァー ジが存在 すれ ば 、培 養中 、且oo11に 感 染 して これ

を溶菌す るの で 、37℃ で1晩 培養 す る とブ ラ ック(溶 菌斑)が 形成 され る 。大 腸 菌

フ ァー ジ数 は 、1個 の フ ァ ージ粒 子 か ら1個 の ブ ラックがで き る もの とみな し、培

養の結 果 生 じた ブ ラ ックの 数か ら計 算 し 、検 水1m2当 た りに含 まれ る数 としてPFU

(plaqueformingunit)で 表す 。

宿 主菌 の 同定 のた め に まず単 離菌 株 がグ ラム 陰性桿 菌で あ る ことをHuckerの 変 法

3)お よ び検 鏡 にて確 認
,つ いで オキ シダ ーゼ テ ス ト3)陰 性 を確 認 した 。 しか る後 、

BBL社 製 ミニ テ ッ ク細 菌 同定 システ ム の によって 簡 易同定試 験 を行 った 。 グ ラム 陰

性桿 菌,オ キ シダ ーゼ テス ト陰 性,お よび細 菌 同定 シ ステ ム にお ける ブ ドウ糖反 応

陽性,硝 酸塩 還 元試 験 陽性 によ り単 離 菌株 は腸 内細 菌 とス ク リーニ ング され る。全

テス ト名 と結 果 を表4,3に 示す 。 この結 果 、

単離 菌株 はB5`加flcA1200〃 と同定 され た 表4.3宿 主菌の同定試験

(確 率99,99%)。

1.3大 腸 菌 フ ァージ の群別5)

ここでは分離 した大腸菌 ファージが腸内

ウイルス と同じ種類 に属す ることを確認す

るための簡単な試験 を行 う。

大腸菌フ ァージ試料はっ ぎのようにして

作製 した 。普通寒天平板培地上の且co1喋

落を普通 ブイヨン培地に移植,同 時 に別 に

形成させた大腸菌フ ァージのブラックを移

植して37℃で1晩 培養す る。 しか る後 、

0,22μmフ ィルターで除菌ろ過した液 を試料

とする。本液中には大腸菌ファージが1～3

×108PFU/m2含 まれ る。

テス ト名 判定

グラム染色
オキシダーゼ
マ ッコンキー
クエン酸塩
マロン酸塩
ONPG
フェニルアラニン
VP

アドニ トール
アラビノース
嫌気アルギニン
ブドウ糖

硝酸塩還元
嫌気H2S

インドール産生
イノシトール
乳糖
嫌気リジン

嫌気オルニチン
ラフィノース
ラムノース
ソルビトール
白糖

嫌気尿素

十

一

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十
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表4.4大 腸菌ファージの大きさの推定

メンブランフィルター 通過 した大腸 菌

の孔径 フ ァージの割 合

25nm

50nm

100nm

220n血

19,6%

100%

100%

100%

(1}大 き さ

メ ンブ ラ ンフ ィル タ ーの通過 性 に よって推 定 した 。被検 大 腸菌 フ ァー ジが フ ィル

タ ー に吸着 され るの を防 ぐた め に0,5%ア ル ブ ミ ン液 を通 した 後 、大腸 菌 フ ァー ジ液

を通す 。ろ液 と未 ろ過 液 中 の大 腸 菌 フ ァー ジ数 を測定 した結 果 を表4,4に 示す 。孔

径25nmの メ ンブ ラ ンフ ィル ター を約20%の 大腸 菌 フ ァ ージが通 過 して お り 、分 離 し

た大 腸 菌 フ ァ ージの大 き さ はほ ぼ この付近 で あ る と推 定で き る 。

(2)エ ンベ ロー プの有 無

エ ンベ ロ ープ を持 った ウイ ルス は 、一般 に酸,エ ーテル,ク ロロホ ル ムのそ れ ぞ

れ に感 受性 が あ り、そ れぞ れ以 下 の処 理 によ って 失活 す る 。

酸感 受性 はっ ぎの試 験 に よる 。炭 酸水 素 ナ トリウム 不含EagleMEM培 養液(pH3,5}

に1/10容 の大 腸菌 フ ァー ジ液 を入 れて3時 間室 温 で静 置す る 。そ の後 、0,01Mト リ

ス ーHCO緩 衝液 でpHを7,2に 調 整 し大腸 菌 フ ァ ージ を測定 した 。エ ーテ ル感 受 性 はっ

ぎの 試験 に よ る 。大腸 菌 フ ァージ4m⑦ に ジエチ ルエ ーテル1m2を 入 れ て混 釈 し4℃

で18時 間 置 いた 後 、空気 曝 気 によ りエ ーテ ル臭 をな く して か ら大腸 菌 フ ァー ジを測

定 した 。 ク ロロホル ム感 受 性 はつ ぎの試 験 に よる 。大 腸菌 フ ァー ジ液2m2に ク ロロ

ホル ム0,2m2を 入 れ て混 釈 し室温 で15分 置 く。そ の後 遠心 分離 し上清 中 の大 腸 菌 フ

ァー ジを測 定 した 。

分 離 した大 腸 菌 フ ァー ジ は以 上3っ の試 験 で いず れ も耐性 を 示 し 、本 フ ァー ジは

エ ンペ ロープ を持 たな い と推定 され た 。

(3》 核 酸の 種類

DNA分 解 酵素 で あ るDNase(ウ シ膵臓 由来,20mg/謡 含 有,宝 酒 造)ま た はRNA分 解

酵素 で あ るRNase(ウ シ膵 臓 由来,10mg/m2含 有,ニ ッポ ンジ ー ン}に よ って 大腸 菌

フ ァー ジが 不 活化 す るか ど うか に よって 核酸 の種類 を判別 した 。大腸 菌 フ ァー ジ液

0,9mlに 緩 衝液0,lm6,分 解 酵素 を入 れ 、35℃ で2時 間 静置 した後 大腸 菌 フ ァー ジ数
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を測 定 した 。結果 を表4,5に 示す 。DNaseに よ って不 活化 せずRNaseに よ って不活 化

した こ とか ら、本 フ ァー ジの核酸 はRNAで あ る と判 断 された 。

以 上の群 別 試験 の結果 、分離 した大 腸菌 フ ァー ジは腸内 ウイ ルス と同 じ種 類 に群

別で き る もの と推定 され た 。

表4.5大 腸菌ファージ核酸の種類の推定

添加 した 酵素処理後の大腸菌

核酸分解酵素 ファージ数PFU/m2

な し

RNaseO,2mg

RNase4,0mg

DNaseO,2mg

DNase4,0mg

0

8

0

2

2

1

第2節 大腸菌ファージの不活化実験

2.1実 験 方 法

不活化実験はまず緩衝液中で行った。これは、自然水中の有機物,ア ンモニア性

窒素な ど消毒剤消費物質を含 まない系における各消毒剤の特性を比較す るためであ

る。

30m2試 験管に、pH7.0,67mMリ ン酸緩衝液 を14mlと り、この中に1 .3の 方法で

作製 した大腸菌フ ァージ液 を0,5m2添 加 した 。ここで、大腸菌フ ァージは有機物 に

富む普通ブイ ヨン中に存在するため 、その成分が消毒剤を消費する可能性がある点

に注意 を要す る。そ こで普通ブイヨンによる塩素消費を調べた。図4,1(1}(2}に 結

果を示すが、蒸留水500m2に 対 し普通ブイ ヨンの混入量が0.005m2程 度な ら塩素消費

は無視 しうると判断 した 。オゾンの消費でもほぼ同様の結果 を得た。したがって普

通ブイヨン液中に存在する大腸菌フ ァージは 、緩衝液 に対 して10-`容 となるように

希釈 して添加す ることとし、この結果 、不活化実験の初期大腸菌フ ァージ数は1～3

x103PFU/m2と な った。

っぎに各消毒剤(す べて水溶液)0.5謡 を所定の濃度になるように添加 した。各

消毒剤の調製方法および消毒剤濃度の測定方法を表4,6に まとめて示す 。消毒剤添
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蒸留水中20
-

_＼

畢t5』 響 臨、
潔t。
螺 蒸留水500mε+塵 普通ブイヨン0

、1m2

鰹 α5 蒸留水500
m2+

ノー普 通ブイヨン0.5齪α0

05101520

経過時間 〔mln,〕

図4,1ω 普通 ブイ ヨンによる塩 素消費

1ρ

ミ

δ 蒸 留水500m¢+普 通 ブイヨン0,01m2

』 ↓

lQ5漱 簾 繭 一
Q◎051015202530

経過時間 〔min,〕

図4,1(2)普 通ブイ ヨンによ る塩素 消費

表4。6消 毒剤 の調 製方 法 と濃度測定方法

消毒剤 調製方法 濃度測定方法

塩素 次亜塩素酸ナトリウム液を蒸留水でDPD滴 定法6}

希釈

二酸化塩素 亜塩素酸ナトリウム(NaC102》に希硫DPD滴 定法6)

酸を添加し発生する二酸化塩
素を蒸留水中に捕集6}

クロラミン 塩化アンモニウム溶 液(pHlO)に 次亜塩DPD滴 定法6》

素酸ナトリウム溶液(pHlO)を 添加,混

釈 してモノクロラミン生成

情 木の方法7り

オゾン オゾ ン(三 菱オゾナイザOS-1N-A使 用}ヨ ウ素 反応 一

を蒸留水中に曝気 したもの 吸光光度法8⊃
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加後、速やかに栓を して転倒 して混合 し、不活化 を開始させた。その後は室温で静

置した 。所定時間経過後 、10-4Nチ オ硫酸ナ トリウムを共存させて不活化を停止 し 、

大腸菌ファージを測定 した。チオ硫酸ナ トリウム の大腸菌 ファージへの影響を調べ

た結果 を図4.2に 示す 。チオ硫酸ナ トリウムを含む リン酸緩衝液に30分 接触 させ た

後、大腸菌ファージ数を測定 したものである。結果 として0.02Nま でのチオ硫酸 ナ

トリウムの共存が大腸菌フ ァージに影響 を及 ぼさないことを確認 した。

pHを変えた不活化実験 は、所定のpHの67mMリ ン酸緩衝液 を作製 して行った。大腸

菌ファージに対す るpHの 影響を調べた結果を図4,3に 示す。所定のpHの リン酸緩衝

液に30分 接触 させた後 、大腸菌フ ァージ数を測定 した ものである。結果 としてpH4,

7～9,3の 範囲ではpHに よる影響 はみ られなかった。また、pH3,5で も耐性をもっ こ

とを1.3で 確認している。アンモニア性窒素を共存させた不活化実験は、所定量

の塩化アンモニウムを含む緩衝液をまず作製 した後 、同様 に不活化実験 を行 った。

また、自然水(琵 琶湖水)中 有機物質が共存す る条件下での大腸菌ファージ不活

化特性 を把握するため 、濃縮琵琶湖水の希釈水中での不活化実験を行 った。濃縮湖

水は第3章 表3,4に 示 したのと同じものを使用 し、これを、KMnO、消費量が琵琶湖

水と同じになるように蒸留水で450倍 に希釈 して用いた(KMnO4消 費量3.5mg/¢,E

26。0,02,pH7,1)。 この液中には当然アンモニア性窒素は含まれていない。この

中に大腸菌 ファージ,消 毒剤を添加 して同様に不活化実験を行った。

竃

倖1

ラ)㌧

「

h50

90

共存チオ硫酸ナ トリウム濃度 〔N〕

図4,2チ オ硫酸ナ トリウムの影響

1(戸

冒≧

罠

言N
I10零

梱

10

pH

図4.3大 腸菌フ ァージに対す るpHの 影響

2.2実 験結果 と考察
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緩 衝 液 中 にお ける 、各 消 毒剤 に よ る不 活化 実 験 結果 の例 を 図4.4,4.5,4.6,4.7

に示 す 。初 期 に大 き な不活 化効 果 が あ りそ の後 は緩 や か にな って いる も のが あ るが 、 、

0

2≧

量_1

癬

罎 一2
官)㌧

1

臥 一3

→く一4

●0.025mg-C2/¢

00,05mg-C2/ε

▲0.lmg-C¢/2
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接触 時間 〔min.〕

図4,4塩 素によ る大腸菌 フ ァー ジ
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ク ロラミ ンによる大腸菌

フ ァージの不活 化
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図4.5二 酸化塩素 による大腸菌

フ ァージの不活化
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図4.7オ ゾンによ る大腸 菌フ ァー ジの不活化
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不活化曲線が このようなテ ーリングを示す理由としては、① 消毒剤の消費,② 大腸

菌ファージの耐性 の分布9}が 考え られる。ここでは、各消毒剤の要求量をゼロにし

ていない実験系で実験を行 っている こと,比 較的少量の消毒剤を添加 していること

か ら、消毒剤が消費 したためと考えている。一方 、クロラミンの場合 、反応性が低

く消費量自体 も少ないため不活化効果が持続 している もの と考えている 。

各消毒剤 による不活化実験結果 をまとめた ものが図4,8で ある。実線 はアンモニ

ァ性窒素を含まず 、緩衝液pH7,0,接 触時間1分 における不活化量を示 してお り、

各消毒剤の不活化力が比較できる。ただし消毒剤の単位は、mg-C¢/2ま たは飢g-0、/2

で表示してある。クロラミンの場合 、図4.6に 示 したよ うに片対数上でほぼ直線的

に不活化が進行 したため 、1分 時における不活化量は計算 によって求めた。実験を

行った範囲ではオゾンと二酸化塩素がほぼ同じくらいの不活化 力を示 し、ともに塩

素より強 い消毒剤である ことがわかる。また、クロラミンの不活化力は塩素より2

オーダー以上小 さい こと,充 分な不活化効果 を得るにはよ り多くの添加量またはよ

り長い接触時間が必要であることがうかがえる。

っ ぎに、pHを 変えて不活化実験 を行 った結果 を図4,9に 示す 。縦軸は消毒剤単位

アンモニア性窒 素

無 有
●o塩 素
O◎ 二酸化塩素
■ ロ クロ ラミン
▲ ム オゾ ン

0
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穂
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銚
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照

嚇

W臨

図4.8
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消毒剤添加量 〔mg-C¢/¢,mg-03/¢〕

各消毒剤による大 腸菌 ファージの不活化

(接触 時間1分)
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図4.9大 腸菌 フ ァージ不活化 に及 ぼすpHの 影響

濃度 当た りの不活化量を表 している。

塩素では低pHほ ど不活化力が大きくなっているが 、塩素の消毒力は、pH変 化 に伴

う塩素のHOC2とOC2一 の存在比変化に依存するという従来の結果 と一致 している。ク

ロラミンも低pHほ ど不活化 力が大き くなっている。その理 由としてっ ぎのことが考

え られる。① モノクロラミンの反応性が変化 し、そ の酸化力が低pH側 で増大す るこ

と(第1章 表1.4参 照),② 第1章 第3節 で述べたよ うに、NHC9、の存在比が低pH側

で大 となること10}。NHCO、 はNH、C2よ り不活化力が大き く、大腸菌群に対す る不活

化効果を比較す ると、HOC2:NH、C2:NHC2、=1,0:0,005:0,0166で あった という例

もある1n。 しか し、② の反応は遅 く分単位では進 まないので、主 として①の理由

と考 えられ る。二酸化塩素は、中性で最も不活化力が小さ く、酸側およびアルカ リ

側で不活化力が大き くなっている。実験 したpH範 囲では二酸化塩素の分子形態 は不

変 と考え られ10)、 このpH影 響の理由ははっき りしな い。オゾンの不活化力は、酸

性側で大きく中性か らアルカリ側で小さいという結果になって いる。一般 に、有機

物のオゾン酸化では 、高pHほ ど酸化反応に関わるOHラ ジカルの割合が大き くなるの

で 、酸化が促進されるが 、この結果はその逆である。一般の有機物 とは異なるこの

反応性 を確認するためつ ぎの実験 を行った。まず 、OHラ ジカル のスカベ ンジャーで
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オゾン不活化における
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接触時間60sec
オ ゾ ン添 加 量0,073mg-03/2

ある重炭酸ナ トリウムを共存させて不活化を行 った ところ 、図4,10に 示すように 、

重炭酸ナ トリウム共存下で0、の存在割合を増大させた方がよ り不活化が進行 した。

また 、プロモ ーターとして過酸化水素を共存させて不活化 を行った ところ、図4.11

に示すように、過酸化水素存在下でOHラ ジカルの生成 を促進させると不活化が抑制

されるという結果が得 られた。これ らはいずれも通常の有機物に対す るオゾン酸化

反応12,と は逆の結果であるが、微生物の不活化実験ではしばしば報告されている

t3}
。Harakehら14)は 、OHラ ジカルよ りも03の 直接反応によってより不活化 されや

すい可能性 を指摘 しているが、不明な点 も多 く詳 しい検討が必要で ある。

図4.9で は全体 として 、二酸化塩素以外の3種 にっいてはpHが 高 くなるにっれて

不活化力が低下 しているのに対 し、二酸化塩素の不活化力は中性付近で最 も小さく

酸,ア ルカ リ側で大き くなる点,ア ルカリ側 に傾 くほ ど二酸化塩素が最も強力とな

る点が特徴 である。

pH7に お いてアンモニア性窒素が0,5mg-N/2共 存す る条件下で不活化実験を行った。

結果を図4,8中 の破線で示す 。塩素の場合 、周知のよ うに遊離塩素が結合塩素生 成

反応に消費され るために不活化効果は大きく減退 した 。オゾンの場合 、アルカ リ側
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ほどアンモニア性窒素 と反応することが知 られてお り15}、 その結果わずか に不活

化効果は減退 したよ うである。一方 、二酸化塩素 とクロラミンはアンモニア性窒素

の影響 を全 く受けず 、アンモニア性窒素の存在 とは無関係 に消毒処理が行 える点で

有利であることがわかる。二酸化塩素とクロラミンの場合 、混在す る遊離塩素が微

生物 の不活化や有機物 との反応に寄与する可能性が指摘され ることがあるが 、本実

験結果か ら、そ の寄与 は僅かであ り反応の主体は二酸化塩素そのもの,ク ロラミン

そのもので ある ことがわかる。

琵琶湖水 中有機物が共存する条件下での不活化実験結果 を図4,12に 示す 。実線が

有機物共存下での結果であ り、破線の緩衝液 中で の結果 と比較 して示 してある。緩

衝液中の不活化効果に比べて、オゾンでは不活化効果が大 きく低下,二 酸化塩素で

はやや大きく低下,塩 素では少 し低下,ク ロラミンで はほとんど低下 しなかった。

全体 として 、消毒力ひいては酸化力が強いものほど有機物 ともよく反応 し、その結

果 、大腸菌 ファージの不活化効果が大き く低下す る傾向にある といえる。この結果、

有機物共存下での大腸菌ファージ不活化効果は、二酸化塩素が最 も強 く、っいで塩

素,オ ゾン,ク ロラミンの順 となった 。この結果か ら、消毒剤 の消費,残 留 と不活

化効果 との関係がっ ぎの主たる関心事 となるが、これ につ いては第6章 で詳 しく

緩衝 有機物
液中 共存下

O

司

。宮
＼
筍
2

2

3

4

一

一

一

周

、憐
穂
罎
e
犠
-
臥
h
麹
霞
照 嶺

、
、o

o● 塩素
OO二 酸化塩素
o■ クロラミン
ム ▲ オゾン

ー

qolq1

消毒剤添 加量 〔mg-C2/E,mg-03/¢ 〕

図4.12有 機物共存 下にお ける大腸菌 フ ァージの不活化

(接触時 間1分)

-80一



検討 す る 。

本 研 究で と りあ げた4消 毒剤 を用 い た微生 物 の不活 化実 験 の例 は多 い 。細 菌 とウ

ィル ス の不 活化 実 験 の例 を 表4.7に 示す16)。 また 、 自然水 中にお いて 種 々の微 生 物

の不活 化 実験 を行 った例 を表4.8に 示す1η 。 これ らの 結果 と比較 す るた め に 、緩 衝

液 中 と 自然水 中有 機 物共 存 下で不 活 化実 験 を行 った 図4,12の 結 果 か ら、C・t値(

C:注 入 消毒 剤濃 度(mg/2},t:99%不 活 化 に要 す る接触 時間(min})を 求 めた もの

を表4.9に 示す 。た だ し表4.7,表4,8と 比較 す るた め に 、二酸 化塩 素 とク ロ ラミ ン

にっ いて は 、そ れぞ れC¢0、,NH、C2の 重 量 として表示 した 。

まず 表4、7か ら、緩衝 液 中で の不 活化 力 は 、オ ゾ ンが 最 も大 き く、つ い で二酸 化

塩素,塩 素 の順 で 、ク ロラ ミンの不 活 化 力が最 も小 さい とい うのが一般 的な結 論 で

ある。 これ を表4,9と 比 較す る と 、C・t値 の大 小 関係 よ り従 来 と同 じ結果 が得 ら

れて い る 。本 実 験で は 、 リン酸 緩衝 液 の消毒 剤 に対 す る要求 量 をゼ ロに して いな い

こと,Cの 値 は 残留 濃度 で はな く注 入濃 度 を とって い る こと 、とい う制 約 は あるが 、

c・t値 そ の もの を比較 す ると 、オ ゾ ンの0。020は 、ほ ぼ報 告 され て いる範 囲 内 と

いえ る 。二酸 化 塩素 の0,026は 、表4,7で は0,03以 下,0,04以 下 の例 もあ るが 、従 来

の結果 よ り もやや 小 さ く不 活化 され やす か った よ うで ある 。塩 素 の0,045も 小 さ い

値 で あ る。 さ らに 、ク ロ ラ ミンの58は 、従 来 の結 果 よ りも非 常 に小 さ い値で あ り、

本実 験 で 用 いた大 腸 菌 フ ァ ージはク ロラミ ンに よって 不活化 されやす か った といえ

る。

一 方 、実 際 の消 毒処 理 の 場 を考 え た場合 には 、有 機 物共存 下 での不 活化 力を調 べ

る必 要 が あ る。表4,8に は 、複 数 の生 物種 に対 す る不活 化効果 が 示 され て い る 。 こ

の結 果 で は 、 どの生物 種 に対 して もオ ゾンの不 活化 力 が最 も強 い こ とが わか る 。 ク

ロラ ミ ンの不活 化 力 は最 も弱いが 、ウイル ス に対 して 特 に弱い 。また二酸 化塩 素 と

塩素 の不 活 化 力 を比較 す る と、poliovirus1に 対 して は 同程度 で あ るが 、rotavirus

と且co11に 対 して は塩 素 の方 が強 く 、逆 に 、Of2r41318加 わ11acystsと0'8'dla

刎r15cyslsに 対 して は二 酸化 塩 素 の方 が 強 い結果 とな って い る 。そ して全体 と し

ては 、オ ゾ ンの不活 化 力 が最 も強 く、つ いで二 酸化 塩 素,塩 素 の順 で あ り、ク ロ ラ

ミ ンの不 活化 力が 最 も弱 い と結論 して いる 。

本研 究 にお いて 、琵 琶 湖水 中有 機物 が共 存す る条件 下で大 腸菌 フ ァー ジの不活 化

実 験 を行 った結 果 で は 、表4,9に 示 した よう に 、塩 素 と二酸化 塩 素 の不 活 化効 果 が

最 も大 き く 、っ いでオ ゾン の順 で 、ク ロラミ ンの効 果 が最 も小 さい結 果 とな った 。
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表4.7 微生物の不活化実験例(文 献16)よ り抜粋)

消毒剤 微生物種 実験水 残 留 水温pH
濃度(℃)
(mg/の ユ

触
間

臨

接
時
面(

不活
化率
(慧}

C・t8

(min・mg/O}

塩素 E,`011

E,coll

E,`0'i

β,CO〃

Humanrota-
Humanrota-

Rota,SAIl
Rota,Wa
Rota,SAI1
HepatltlsA
HepatitisA

HepatitisA
HepatitlsA
ColiphageMS2
ColiphageMS2

BDF

BDF,(7μm#

BDF,}7μ 皿#

CDF

elflu,

efflu,

BDF

BDF

BDF
BDF
BDF

BDF
BDF
BDF
BDF

1
5
5
5

1
2
1
1

0
0
0

1
1
2
0
0

0.4-0,28
0.42-0,06
0,4-0.28

0,5
0.5

0.5
0,5

0

0
?

2
2

0
0

0

0

0

0

0

0

0

1
7

7

7
7

8
8

1

6
1
6
1

6
1

3

「鴨U
F
b

く
り
「
碗り
Fへ
U

2

5

5

4

1

1

4

4

2

2

2

5

5

5

5

5

5

5

6

1

7

5

5

6

2

5

3

0

0

0

5

0

0

0

1

0

2

6

9

1

6

り
0
3

盆
U
1

1

4
恐

2

90
ND

ND
ca,99,9
40

60
99,9
99,9
99,99
99,99

99,99

99,99
99,99

99,99
99,99

0,6
0.9
2,7
ca.2,5
1>15
1}15
0,03
0,03
ca.4,0
ca,3,0
ca,5.5
ca,1,8
ca,12,3
ca.0,25
ca,6.9

二酸化
塩素

E,COll

Fec,COlif,

Fec,st「ep,

Poliol

Poliol

RotaSAll:

dispersed

ce11-aSSOC,

cell-aSSOC,

HepatitisA

HepatitisA

ColiphageMS2

ColiphageMS2

BDF
elflu.
efflu.
BDF
elflu,

BDF
BDF

BDF
BDF
BDF

BDF
BDF

3

8

じ

じ

4

0

9

9

1

9

一

.

■

「

。

り
恥U
1

1

」
彊

1

0

0

[
0

窄

・
0
「
・
「
0

?

・

[
0

5

5

5

5

鑑
U
Fb

2

3

0

F
O

2

0

.

・
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●
1

0

0

5
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O
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蝋

一

一

〇
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l

l

一
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」
紐

。

.

●
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」
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」
恐
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0

0

0
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?
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0

0

.

■
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。

●

6

6

1

6

9
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」
優
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自
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99,94
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9

9

9

9

9

9

9

9

9

∩
ご

9

9

9

9

q
U

}

〉

0,48

ND
ND
O.2-6,7

ND

3

1

0
乙

0

2

0

一

一

一

」
筆

3
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0
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0
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ク ロ ラ β.co月

ミ ンPoliol

PoIiol

Poliol

Poliol

Hepa口tisA

ColiphageMS2

RotavirusSAIl

d量spersed

ce11-assoc,

BDFl.9-2.2

BDF5-22

tapO.5

十10%efflu,0,5

十10%efflu.2.O

HDFlO

BDF10

脅
盈
F

D

D

B

B

0

0

1

正

Ω
■
■
2

0
ノ醒

8

8

8

0

0

一

一

一

〇

〇

・

。
0

0

0

,

■

9

n
り

8

8

π～

7

7

4

1
脹

4

F
O

5

∩
乙
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2

F
O

F
O

院
り

f
O

0

0
8
8

9

0

5

7

圃」
り
『
0

5

ワ
■
0

層

1

1

1

1

1

£
U

1

1

>

に
り

〉

366-402
570-636

9

7

0
》

O
J
ハ3

0

0

9

q
U
5

9

9

9

9

9

9

A謬

9

113

1420
ND
ND

ND
ca.592
ca.2100

4034

6124

オゾン E,`011
Tot,colif,
Fecalstrep,
Poliol

Polio2
RotaSAIl
Humanrota

?

eflIu,
elflu,
BDF

BDF
BDF
BDF

70

2

3

0

0

3

0

0

0

一

【
o

【
〇

一

〇

一

4

【
」
に
〇

一

5

0

1

1

1

0

0

0

0

0

0

1
12,6
12,6
5

25
4
4

0

0

8

9

2

1

1

9
白
2

一

一

●

■

.

・

●
0

0

り
ー

π
f

7

7

ワ
4
璽
6

6

0,08-0.5
18
18

0,4-1.5
4,83
0,12-0,19
0.12-0,19

99
99,89
99

99
99
99

0,006-0,02
ND

ND
O.2
0.72

0,019-0,064
0,006-0,036

BDF:要 求量の ない緩衝 液,CDF:塩 素 要求量のない水,effIu,:下 水処理水,
零C:残 留濃度(mg/2}

,t:99%不 活化 に要する接 触時間(min,},罫(7μm:7μmより小 さな粒 子に吸着 した もの
,>7μm:7μmよ り大 きな粒子 に吸着 した もの
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表4.8微 生物 の不活 化実験 にお けるC・t値17}

微生物 遊離塩素 クロラミン ニ酸化塩素 オゾン
pH6一 τpH8-9pH6-7pH6-7

β,co11 0,034-0.0595-1800.4-0,τ50.02

PoIiovlrus1 1.1-2.5768-37400.2-6.70.1-0.2
Rotavi川s 0.01-0.053806-64760.2-2.10,006-0.06
Pbagel2 0,08-0,18NDNDND
01ardlalamわ11a 47->1502200(a}26(a}0,5-0,6
cysts

σ13rdl3加 πf15 30-63014007.2-18,51.8-2.0
cysts
Cryptosporidium 7200(b⊃7200(c}78(d》5-10(・ Σ

値 は 、5℃,99%不 活 化 に対 す る も の 。 た だ し 、 σ1ardla∬8加 占〃8cystsと

Cl騨ll;ll蘇 翻 ど
対する値

bpHτ
,25℃,9眺 不 活 化 に 対 す る値

CpH7
,25℃,90%不 活 化 に 対 す る値

dpH7
,25℃,90%不 活 化 に 対 す る値

epH7
,25℃,99%不 活 化 に 対 す る値

NDnodata

表4.9各 消毒剤による不活化実験におけるc・t値

消毒剤 緩衝 液 中で のC・t'有 機 物共 存下でのC・t專
(mg/¢ ・min}(mg/¢ ・mi皿)

塩素 0,0450,057
二酸化塩素 0.0260,063
ク ロラミン 5887
オゾン 0.0200.16

8C:注 入消毒剤濃度(mg/2)
,t:99%不 活 化に要す る接 触時間 価n}

い辱鰯備黍艦 朧購 轟る籐 議驚 務,鍵集つ
っ いては別 に接触時 間10分 の場合 のクロラミ ン注 入量 と大腸菌フ ァー
ジ残存率 との関 係を求め 、これ よ り99%不 活化 に要す るク ロラミン注

入 濃度 を求 めた 。
表4.7,表4.8と の比較のた め 、二酸化塩 素 とク ロラミンにっ
いては 、それぞ れC¢02,NH2C2の 重量 として示 した。

C・t値 を比較す ると、塩素の0,057と オゾンの0.16は ほぼ報告されている範囲内

であるといえるが、二酸化塩素の0,063と クロラミンの87は 、いずれも小さい値で 、

不活化 されやすかった といえる。本研究の結果を従来の結果 と比較すると、有機物

共存下では、オゾンの不活化効果が大きく低下 し、塩素よ りも小さ くなった点が特

徴で あった。この理 由としては 、まず 、有機物 との反応性 に富むオゾンが水中で消

費された結果 、不活化効果が大きく低下 した ことが考 えられる。また 、本研究では

有機物共存下における不活化実験 は、自然水 中ではな く、アンモニア性窒素など有

機物以外 の消毒剤消費物質が存在 しない条件下で行ったものである。これは特 に
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塩素の場合 、不連続点塩素処理 における不連続点以降の処理 を想定 してお り、4消

毒剤が微生物 と有機物だけに反応す る場合の各消毒剤の不活化力を比較 したもので

ある。したがって 、ア ンモニア性窒素の共存が考え られる自然水 を対 象 とした表4,

8の ような結果 と直接比較するのは困難であ り、本研 究結果(表4.9)で は塩素の不

活化力は他の消毒剤 に対 して相対的 に大 きく評価 されている 。しか し、オ ゾンと二

酸化塩素の不活化 力を比較すると、緩衝液中では、不活化力はオゾン,二 酸化塩素

が同程度(消 毒剤その ものの重量で単位表示 した場合)で あった ものが 、有機物共

存下ではその差が大き くなっていることか ら、オゾンの不活化力が大 き く低下 した

のは、やは りオゾンと有機物との反応性が富んでいたもの と考 えられ る。オゾンと

有機物 との反応性が富んで いた理由としては 、琵琶湖水を濃縮する過程で抽出され

た有機物が 、特にオゾ ンとの反応性 に富む物質群であった ことが考え られる。しか

し、琵琶湖水 中でのオゾン消費 と、濃縮操作によって抽出された有機物 によるオゾ

ン消費との比較検討は行 ってお らず 、詳細は不明である。

以下の研究 は、オゾ ンによる消毒 にお いて、有機物 との反応が消毒 力に与える影

響 を、他の消毒剤 と比較 して述べている。河原18,は 、オゾンの消毒力に関 して、

塩素に比べて共存物質の影響を受けやす く、下水 の2次 処理水等の汚水の殺菌には

注入量が多 くなることを指摘 している。実際 、2次 処理水の場合 、オ ゾンを消毒に

用いると必要なオゾン注入量は塩素 と同 レベル,あ るいはよ り高い注入率となるケ

ースも報告 されている
。Blankenの 研究19)で も、2次 処理水 の消毒 において 、塩素

の注入量3,65mg/2に 対 してオゾ ンは15.3皿g/¢の注入 を行っている。ただ し.同 じく

2次 処理水 中での微生物の不活化であっても、依然 としてオゾンの不活化 力が最も

大き く、っ いで二酸化塩素,塩 素の順であるという報告2ω もある。

以上の考察はすべて消毒剤の重量 を基礎に して行 ったものであるが 、最後 に消毒

剤の量 を当量に換算 して実験結果 をまとめてお く。化学的な見地か らは、不活化力

の大小は当量 をもとに比較する方が妥 当であるためである。塩素,二 酸化塩素,ク

ロラミン,オ ゾンの1モ ルは、それぞれ2当 量,1当 量,2当 量 ,2当 量に相当す

るので 、これよ り表4,9のC・t値 を当量単位に換算 したもの を表4.10に 示す 。緩

衝液 中の値 を表4,9と 表4.10で 比較す ると、表4.9で は 、オゾン,二 酸化塩素,塩 素,

クロラミンの順であったものが 、表4,10で は、二酸化塩素,オ ゾン,塩 素,ク ロラ

ミンとなった 。当量単位でみた場合には、二酸化塩素が最 も強力な消毒剤で ある と

いえる。有機物共存下でのC・t値 か らも同様の点 を指摘 しうる。
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表4.10各 消毒剤 による不活化実験 におけるC・t値(当 量換算)

消毒剤 緩衝 液中で のC・t亀 有機物共存下 でのC・t3
価e/¢ ・min}価e/¢ ・皿in}

塩素 0.00250.0032
二酸化塩素 0●000390.00093

クロラミン 2,33.4
オゾン 0,000830.0067

8C:注 入消毒剤 濃度(me/¢)
,t:99%不 活化 に要す る接触時 間(min)

9の 値 を当量換算 した もの 。表4.

第3節 塩素と代替消毒剤の比較

ここでは実験で得 られた結果か ら、各消毒剤の特性 を塩素と比較 して示し、本章

のまとめとす る。したがって以下の記述は全て塩素と比較 した場合についてのもの

である。

二酸化塩素につ いて

利点

1)実 験 した全pH範 囲において塩素よ り不活化力が大きい。

2)有 機物共存下 にお いても塩素よ り不活化力が大 きい。

3)ア ンモニア性窒素と反応 しな い。

欠点

1)有 機物 とよ りよ く反応する。したがって対象水の二酸化塩素要求量をよ く把

握 して注入量 をコン トロールす ることが必要。

クロラミンにつ いて

利点

1)有 機物 との反応性が低 いので消毒剤消費量が少なく、注入量のコントロール

が しやす い。

2)ア ンモニア性窒素 と反応 しない。

欠点

1)不 活化力が小さいので短時間での不活化効果 は期待できない。

オゾンにっいて
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利点

1)ア ンモニア性窒素の影響が僅かである。

欠点

1)有 機物 とよりよく反応す るので 、不活化効果が塩素よ りも低下す る場合があ

る。

琵琶湖水中有機物共存下で不活化実験を行った結果では、消毒力ひいて は酸化 力

が強いものほど有機物 ともよく反応 し、その結果 、大腸菌フ ァージの不活化効果が

大きく低下す る傾向 にあった。この結果 、有機物共存下での大腸菌フ ァージ不活化

効果 は、二酸化塩素が最も強く、っいで塩素,オ ゾン,ク ロラミンの順 とな った。
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第5章 大腸菌の回復 と再増殖に関する
実験

第1節 本章の目的

一般に自然水中における細菌には、生菌の他に、さまざまなス トレス によって正

常な増殖能を失って いるものがあることが知 られるD。 また塩素処理な どによって

もそれが不完全な場合 、すべてが死滅せず 、生き残るもの もある2,。 これ らの菌は、

適当な環境に恵まれ さえすれば、もとの正常な状態に回復 し増殖 しうると考 えられ

ている3)。

一方 、上水消毒に使用する消毒剤には、不活化力が強いことの他に残留性が ある

ことが求め られる。それは、もし給水過程で消毒効果がな くなれば 、新たな再汚染

に対応できないな ど、飲料水の微生物的安全性が維持できな くなるか らであるが 、

この微生物的安全性 には上 に述べたような非致死的なダメ ージ菌およびその回復 と

再増殖を含めて考 える必要がある。そ こで本章では、消毒処理やそ の他のス トレス

を受けることによって 、細胞の一部 に非致死的なダメージを生じた菌に着 目し、そ

れか ら残留特性の重要性 について考察す る。

本章でとりあげて いる非致死的なダメージを生 じた菌 とは、上 に述べたよ うに、

活発な増殖能は失って いるものの死んではいない という菌である。また、回復 とは、

非致死的なダメージを生 じた菌が増殖能をとりもどし生菌 となることを意味す る。

非致死的なダメージの原因となるス トレスの種類 としては、凍結,凍 結乾燥,加 熱,

浸透圧シ ョック,酸 性化,飢 餓,化 学酸化剤による酸化などがあ り、これ らによっ

てダメージを受 けた菌 を損傷菌ということもある3}。 これ らの菌に共通 して起 きて

いる変化 として、細胞膜に障害が起 こりその選択透過性が失われることが指摘 され

ている4}5}。 したがってそれ らの菌は界面活性剤 を含 む選択培地中では増殖す る こ

とが困難 となる。これより界面活性剤の有無が 、非致死的ダメージ菌の存否の判定

によく使用 される。非致死的ダメージ菌 に起 きる他の変化 としては、代謝活性が低

下す ることである6}η8)9》 。た とえばプロテアーゼ,各 種の脱水素酵素,ATP合

成系の構成酵素な どに活性低下がみ られ るという。またDNAの 高次構造が変化
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しDNA鎖 の切断が起きて いる場合 もあるlo,11}。 本研究では、このよ うな非致死

的ダメージ菌に対 し、測定上、回復操作 を行っている間に選択培地中での増殖能を

獲得す る菌を測定す ることか らこれ らの菌 を回復可能菌ということにす る。さらに

再増殖 とは 、生菌が増殖す る過程 と、回復可能菌が回復 して生菌とな りこれが増殖

する過程 とを含めて用いる用語である。しか しなが ら、実際には 、以上の用語の意

味す る内容 を測定方法 と対応させて議論す ることは難 しい。したがって本章の第2

節,第3節 では実験的事実を述べ 、第4節 において上記用語の意味する内容 を測定

方法と対応 させて再整理することにす る。

本章では、まず 、単離大腸菌を用いて 、消毒剤が消費されたとき、実際の給水 中

のよ うな貧栄養環境で 、回復と再増殖がおきうるか について検討す る。っいで 、各

消毒剤 によって回復の可能性のある菌がどの程度生成するかにっいて調べる。なお

本章では、単離大腸菌を用いて.そ の基本的挙動 を実験的に調べることを中心 とし、

消毒剤 の残留特性 と回復,再 増殖 との関係については第6章 の中で考察する。

第2節BGLB培 地による再増殖の観察

塩 素処理 後 の 生存 菌 が 、 自然 水 中や砂 ろ過 水 中で 回復 また は再増 殖 しうるか にっ

いて検 討す るた め 、つ ぎ の予備 実験 を行 っ た 。

第4章 で単 離 し、同 定済 みの1孔co〃 を用 いて実 験 を行 った 。TLY寒 天 培地(TLY液

体 培地 組 成 を表5;1に 示 す)上 に コ ロニ ー を形成 させ た 且`011を 、蒸留水 中に浮 遊

させ た 。っ いで この菌液 を蒸留 水で2回 遠心 分離 洗 浄 した 。遠 心条 件 は 、8000rpm,

15分 であ る 。 これ を残 留塩 素 約0,4mg-C2/2を 含 む 水道水 中に浮 遊 させ 、ただ ち に

遠 心分 離 した 。同 じ操作 を もう一度 繰 り返 した 。 この 間に 且`ol'は 水道 水 中の 塩素

によ って ダ メ ージ を受 け る 。 しか る後 、300m6三 角 フ ラス コに琵琶 湖水 または そ の

砂 ろ過 水 を と り、上 記 の処 理 を行 った 且6011を 添加 して振 と う した 。BGLB培 地(

ブ リ リア ン トグ リー ン乳糖 胆汁 ブイ ヨン培地,表5,2)を 用 い るMPN法 に よって 、経

時 的 に 君,60々 数 を測 定 した結果 を 図5.1に 示 す 。

本実 験 は 、塩 素処 理 後 の生存 菌 の回復 と再 増殖 の可能性 を予備 的 に検 討 した もの

で あ り、初期 菌 数や 初 期 菌数 に対す る生存 菌 の割 合 な どの測 定 は省略 してい る 。 し

か し 、図 か ら、塩素 処 理後 に生 存す る 且co1'が 、残留 塩素 のな い琵 琶湖水 中ま た
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表5,1TLY培 地

大豆のパパイア酵素消化物

塩化ナ トリウム

リン酸ニカリウム
ブ ドウ糖

乳糖10g

酵母工キス3g

蒸留水12

σ
0

0
b

σ
b

σ
5

σ
0

0

0

0

【
0

【
O

Fり

f
【り

Fb

2

2

表5,2BGLB培 地(ブ リリアン トグ リ
ーン乳糖胆 汁ブイ ヨ ン培地}

ペプ トン

乳糖

乾燥牛胆汁粉末

ブリリアントグ リーン

蒸留水

109

109

209

0,01339

12

〔噌
自
8

H＼
邑

10
、

、

(
v
り

。陶

1(P

図5,1

102030

経過時 間 伽s〕

塩素 ダメージ後 の且co月 の回復

(BGLB培 地 によるMPN測 定)

はその砂ろ過水中で、回復または再増殖 していることがわかる。ただ し増殖速度 は

非常に遅 く、経過18時 間以後対数増殖期に入った とみなして世代時間を求めると約

5,5時 間となる。これは大腸菌(β,oo∬1)の 世代時間は13～17分 であるといわれる

こと12},あ るいは実際に栄養物質は豊富な培地中で求められた世代時間(表5.313

}14))と 比較す ると非常に長い
。したがって この実験では、増殖よ りも、非常 にゆ

っ くりとした回復現象が卓越 しているものと推察できる。 しか しこの結果は 、給配

水系統で塩素が消費されれ ば、残存する菌が実際 に再増殖す る可能性を示唆す るも

のである。またそれが大腸菌群検査法の1つ であるBGLB培 地 を用いた方法で観察で

きるといえ る。
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表5.3彦,co11の 世 代時間測定例

微生物名 世代時間(分) 文献

且 011 15a 13
且 o'1AJ2589 34,5～42b 14
且 011AJ2590 63～70b 14
且 o〃AJ2598 27～30b 14
且 011AJ2603 24～27b 14

aト リプテ ィカ ーゼ 培地 使用
,30℃

b10倍 希釈 ブイ ヨン培地 使用
,30℃

第3節TLY寒 天培地による回復,再増殖の観察

3.1測 定方 法 につ い て

ここでは図5,1で 観察 されたことをさ らに詳細 に検討する。この際 、本研究では

単離 した彦,collを用いているので 、BGLB培 地を用いたMPN法 を用いる必要は必ず し

もなく、よ り簡便な寒天培地法で測定する。

ところで 、BGLB培 地 は、大腸菌群を測定するための選択培地である。特に この中

に含 まれる牛胆汁は 、界面活性作用を有し雑菌の生育を抑える効果があることか ら、

微生物の選択分離培地 によ く用い られ、特 に水や汚泥などか ら大腸菌を選択的に分

離培養す るの に広 く用い られているものである15⊃。

一方 、凍結,乾 燥,加 熱などの処理で生 じた非致死的ダメージ菌は、 トリプチケ

ース ・ソイ ブロスのような液体培地(非 選択培地)や 脱脂乳,あ るいはアミノ酸,

ブ ドウ糖,リ ン酸な どを含む溶液中に30分 ないし数時間保温すると、元の正常状態

に復帰 し、たとえば選択阻害剤に対する抵抗性をとりもどす3}。 非致死的ダメージ

菌を検 出す るための基本的考え方は、試料水 中の非致死的ダメージ菌が選択培地 と

接触す る前に、非選択培地で回復 させてお くことで ある。この方法に関する検討は

食品微生物の分野で進んでお り、一例 として、試料(適 当に希釈 した もの)を トリ

プチケース ・ソイ寒天(ま たはプ レー トカウン ト寒天など)に 混釈 または塗抹 し、2

5～30℃ で1～2時 間保持 したのち、たとえばバイオ レットレッ ド胆汁寒天を重層

して大腸菌群を計測す る方法がある。この方法で市販食品に含まれる大腸菌群数 を

測定 したところ 、直接バイオレッ トレッ ド胆汁寒天で測定 した場合よ りもトリプチ

ケース ・ソイ寒天で回復後バイオ レッ トレッ ド胆汁寒天を重層 して測定 した場合の
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表5.4河 川水 中に放置 した且`o〃C320MP25を 選 択培地 あるいは
非 選択培地で計数 した場合の比較17,

放置
時間
(日)

細胞検出率,%a

寒天混釈法 MPN法 メンブランフィルター法

TSY DLAVRB TSYLAC BGB TSYm-Endo m-FC

0

1

2
り
0

100.O
lOO.0
100.
100,

93,893.8

96,887.3
03,51.5
00.10.1

137.5137.5
174,6125.4

65,085.0
159.1159.1

106.3

125.4
11:1

106.3106.3
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95,00.3
131,80.1
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22.2

8:1
aTSY寒 天混釈法で得られた値に対する百分率

TSY:ト リプチケース ・ソイ+0,3%酵 母エキス+0.5%ブ ドウ糖,DLA:デ ソキシコー
ル酸塩培地,VRB:バ イオレッ ト ・レッド胆汁培地,LAC:乳 糖培地,BGB:ブ リ
リアントグリーン乳糖胆汁ブイ ヨン培地

方が 、1,7倍 ～33倍 の測定値が得 られた という3}。 回復操作 に適 した培養基の組成

について これ までに行われた検 討の結果 、ペプ トンとしてカゼイ ンのパ ンク レアチ

ン分解物を含む トリプチケ ース ・ソイが良好な結果 となることが多 い。McFetersら

は、飲料水の給水過程で発生するダメージを受 けた大腸菌群を回復させ るための培

地として 、 トリプチケース ・ソイ に酵母エキス と乳糖を添加 したTLY培 地 を使用 した

16⊃
。表5,4は 、河川水中に放置 した且60〃 を各種の測定法で測定 したものである17

)
。この場合乳糖の代わ りにブ ドウ糖が使 用されているが 、他の選択培地では検 出

できない彦.co11が 、トリプチケ ース・ソイを基本 とした培地で は生育 し検 出できる

ことがわかる。そ こで本研究で も、 トリプチケース ・ソイ(BBL社 製)を 基本 とした

TLY培 地 を使用する。そ して、これを寒天培地 とした もの,お よび 、これに界面活

性剤であるデオキ シコール酸Naを0,1%添 加 した寒天培地の2っ の培地で 且co1'を 測

定す ることにした 。添加す るデオキシコール酸Naの 濃度は重要な意味をもっが 、こ

れは第4節 で整理する。

TLY培 地 には増殖 を阻害する物質は含まれてお らず 、ス トレスを受けた菌 も回復

して増殖す る可能性がある。一方 、0.1%デ オキ シコール酸Na含 有TLY寒 天培地で集

落 を形成する菌は 、界面活性剤存在下でも増殖可能、すなわちス トレス をあま り受

けていない菌ということになる。このTLY寒 天培地法 とBGLB-MPN法 との対応関係に

ついては第4節 で整理す る。

3.2砂 ろ過 水 中で の 彦,`011の 塩 素処理 実 験
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TLY液 体 培地 で培 養 し菌数 濃度 が約2×108N/齪 に達 して いる 且co∬1液 を 、琵 琶

湖南 湖 表流 水 の砂 ろ過 水 で3回 遠 心 分離 洗 浄 した 。つ いで この 菌液 を さ らに砂 ろ過

水 で希 釈 し、且ooll数 が7,0×105N/m¢ とな るよ うに した 。っ ぎ に塩 素 を添加 し 、

任意 の接触 時 間 が経 過 した 後 、砂 ろ過水 を と りだ して 、亜硫 酸 ナ トリウムで脱 塩 素

した 。図5.2の よ うに 、100mg/ほ での亜 硫 酸 ナ トリウ ムが 彦,co11に 影 響 を及 ぼ さな

い こ とも確認 して い る。砂 ろ過 水 中 の且co11を 、TLY寒 天培地 お よび0,螺 デ オキ シ

コール酸Na含 有TLY寒 天 培 地で測 定 した 。結 果 を 図5,3に 示す 。

塩 素添 加 に よ って 、TLY寒 天 培地,0,蟷 デ オキ シ コール酸Na含 有TLY寒 天培 地 の測

定値 は共 に減少 す るが 、そ の後 、0,1男 デ オキ シコ ール 酸Na含 有TLY寒 天培 地 の測 定

値 のみ が増 大す る現 象が 幾度 か 認め られ た 。塩素 注入 量0,1mg-C2/2の 場 合 をみて み

る と、接触 時 間10分 にお い ては 、全体 の菌数 に対 す る0,1%デ オ キ シコ ール酸Na含 有

寒 天培 地 の測定 値 の割 合 は0,97%で あ った ものが 、接 触時 間30分 にお い ては 、そ の

割合 は7.2鬼 に増大 して いる 。これ は 、接触 時 間10分 時 には0.1%デ オ キ シ コール酸Na

共存 下 で は増殖 で き なか っ た 彦.6011(● と○ との差で 表 され る)の うち 、接触 時 間

軌1・・環{81}懸 購 酸N
、含有TLY寒天培地

飢2・・{;/1{会ll縣 購 酸N、含有TLY寒天馳

飢3・・{1/2僻 縢 購 酸N、含有TLY寒天培地
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共存亜 硫酸 ナ トリウム濃度 〔mg/¢〕

図5。2亜 硫酸 ナ トリウムの影響
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図5,3且`011の 塩 素 処 理
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30分時 には増殖できる且`o〃 に変わった ものがあることを示 している 。すなわち 、

接触時間申、塩素が消費されたのにともなって、塩素 によって一旦ダメージを受け

た且co11の うち、一部が砂 ろ過水中で回復 し、生菌 となるものが現れる可能性を示

唆 している。

3.3種 々の水中での回復 と再増殖

ω 砂 ろ過 水

図5,3で 観察 され た 回復 を、 さ らに確 認 す るた め 、図5,1と 同様 な 実 験 を再 度行 っ

た 。す な わ ち 、TLY液 体 培 地で 培 養 し 、菌体 濃 度 が約2×108N/m2に 達 して い る 且

co11液 を 、琵 琶湖 南湖 表 流水 の砂 ろ過 水 で3回 遠 心分 離洗 浄 した 。つ いで 、 この菌

液 をさ らに砂 ろ過 水 で希釈 し、彦,co11数 が6,3×105N/m2と な るよ うに した 。っ ぎ

に 、塩 素 を0,lmg-C2/2と な るよ うに添 加 し、10分 間接 触 させ た後 、亜 硫酸 ナ トリウ

ム で脱 塩 素 した 。新 た に準 備 した滅 菌 済み砂 ろ過 水(pH7,4,濁 度0,0,E、6。0,0096)

250mε中 に塩 素処理 菌20畑 を投 入 し、30℃ で静 置 しつつ 、経時 的 にTLY寒 天 培地 お よ

び0,1%デ オキ シコ ール 酸Na含 有TLY寒 天 培地 で 且co11数 を測 定 した 。結果 を図5.4に

示 す 。

●TLY寒 天培地

00.1%デ オキシコール酸Na含 有TLY寒 天 培 地
1(ヂ

〔着
＼邑1(ナ

、

、

o

り

.国

12162024

経過時間 〔hrS〕

図5,4塩 素処理菌 の砂 ろ水 中での回復

(TLY寒 天培地 による測定)
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塩 素処 理 によ り、一部 の 且60月 は死滅 し一部 の 且co11は 生残 した 。塩 素処 理 を し

ない場 合 、図5,4の 初 期 にお け る全体 の菌数 は 計算 上4,42×104N/m2と な るが 、 こ

れ に対 し図5,4で は3,4×104N/mlと な っ て いる 。す なわ ち塩素 処理 によ って2τ,6

%が 死 滅 した こ とにな る 。 また 、図5,4の 経 過時 間0に お ける菌 数 をみ る と 、生残

菌 の うち 、99,3%が0,1%デ オキ シ コ ール 酸Na含 有TLY培 地で は生育 で きな い 互,colfと

な って いる ことが わか る 。 は じめ の1時 間 までは 、全体 の 菌数 が変 化 して いな い に

もか か わ らず 、0,跳 デ オ キ シコ ール酸Na含 有TLY寒 天 培地 の測定 値が 減 少 して い る 。

これ は塩 素 との接触 は10分 間で終 了 した ものの 、 この影響 が残 存 して ダ メー ジ菌 の

割 合が 増大 した もの と思 わ れる 。全体 の菌数 に変 化 はな いので 、 この ダ メー ジは非

致 死的 な もので あ る と推 察 で きる 。 さてそ の後 は 、時 間 とと もに0.1%デ オキ シ コー

ル 酸Na含 有TLY寒 天培 地 の測 定値 の割 合 が増 大 して い る ことか ら 、や は り塩 素 に よ

って一 旦 ダ メ ー ジを受 けた 且collの うち 、砂 ろ過水 中で回復す る一部 のE,co月 が あ

る こ とが推 察 で き る 。また 、TLY寒 天培 地 の測定 値 が増 大 して いる こ とか ら、砂 ろ

過水 中で 増殖 がお きて い る ことがわ か る 。 この結 果 は 、残 留 塩素 がな くなれ ば 、給

水 過程 で実 際 に回復 と再 増 殖が お き うる こ とを示 して いる 。

(2)高 濃度SS共 存下

給水 過程 で 、濁 質 濃度 の 高い環 境 が あれ ば 、そ こで の回 復 と再増 殖 はよ り速や か

にお き うるの で はな い か と考 え 、っ ぎの 実験 を行 った 。

まず 、琵 琶 湖水 を導水 し着水 させ て いる100¢ 容 タ ンクの壁 面 に付 着 した 泥 を採

取 し 、SS分 を高 濃 度 に含 む琵 琶湖 水 を作製 した 。(nと 同様 の操作 で処 理 した塩

素処理 菌液20m2を 、上記 のSS分 を高濃 度 に含 む琵 琶湖水(滅 菌済 み,pH7.0)250

m¢中へ 投入 し、30℃ で 静置 しつ つ 、経時 的 に 且`01f数 を測 定 した 。結果 を 図5.5(

1},(2}に 示 す 。

図5,4の 砂 ろ過 水 中 と比較 して 、回復 と再 増殖 が速 や かにお きて い る ことがわ か

る。 図5.5(1},(2}は そ れぞ れ塩 素処 理菌 液 を投入 した後 の最終SS濃 度 が380mg/2

の 場合 と1530mg/¢ の場合 と を示 して い るが 、両者 を比較す る とSS濃 度 の高 い後 者

の方 が 回復 と再 増殖 がや や 速や か にお きた 。以 上の 結果 は 、給 水過 程で ・濁 質 濃度

の 高 い環境 が あれ ば 、そ こでの 回復 と再 増殖 はよ り速やか にお きる こ とを示 唆 して

いる 。

一般 に 、配 水 系統 にお ける各 種 の表面 、す な わち 濁質,生 物膜,藻 類,無 脊 椎動

物,活 性炭 微 粒子 な どの表 面 は消毒 剤 の作 用か ら逃 れ て微 生 物 の良 い住 みか とな り
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図5.5(1)塩 素処理 菌の高濃度SS中
で の回復(SS濃 度380mg/2)
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図55(2}塩 素処理菌 の高濃度SS中

での回復(SS濃 度1530mg/2)

うる場合があるという18}19)。 それ らの中には 、微生物の検 出率が高かった り微生

物が集落を形成 している場合があ り、これ ら微生物を不活化するのには通常よ り強

い消毒力を必要 とする18)2ω 。これ ら表面は、微生物 を消毒剤か ら守る働 きをす る

とともに微生物の生育に必要な栄養分をも提供 しうる。実 際、飲料水中の非致死的

ダメージ菌の割合 は全体 の95%以 上であることが多い2Dの に、生物膜中の非致死

的ダメージ菌の割合 を調べたところ20%に す ぎなっかった という22)。 このよ うに

沈殿物や生物膜は 、本実験で扱 っているような回復 と再増殖 とが実際 におきやすい

場で あると考えられ る。

また硫酸アル ミニウムによるフロック泥 を高濃度に含む琵琶湖水中でも同様な実

験を行った 。連続的に琵琶湖水 を導水 し15mg/2の 硫酸 アル ミニウムを注入 して凝集

沈殿処理を行っている装置に堆積 したフロック泥 を採取 し、SS濃 度 として上の実

験 と同程度 に含 む琵琶湖水を作製 した。この中に(1)と 同様の操作で処理 した塩素

処理菌 を投入 した。結果 を図5.6に 示すが、図5,5(1),(2}と ほぼ同様に速やかな回

復 と再増殖が観察 された。

㈹ 高度処理水中

っぎに、砂 ろ過水 をオゾン処理または活性炭処理 した水 中で回復 と再増殖がおき

うるかにっいて検討 した。オゾン処理水は、E26。0,021の 砂 ろ過水を、接触時間30

分,オ ゾン注入率9,lmg-03/2で 処理 し、E26。0,0063と なった もの,ま た活性炭処理
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図5,6塩 素処 理菌の フロック泥 中で の回復

(フロック泥濃度1840mg/2)

水 は 、同 じ砂 ろ過水 を 、滞留時 間30分 で活性 炭 ろ過 し 、E26。0,0004と な った もの を

用い た 。(nと 同様 に処 理 した塩 素処理 菌 を 、オゾ ン処 理水 また は活 性 炭処 理水 中

に投入 し、30℃ で静 置 しっ っ 、経時 的 に且oo11数 を測 定 した 。結果 を図5,7,図5.8

に示す 。初期 に0,1%デ オ キ シコ ール 酸Na含 有TLY寒 天 培地 の測 定値 が減 少す る の は 、

や は り塩 素 に よる非 致 死 的ダ メ ー ジが継 続 して い る もの と推察 され る 。 しか し 、そ

の後0,1%デ オキ シコ ール酸Na含 有TLY寒 天培 地 の測 定 値 の割 合 は増大 す る ことか ら、

一 旦塩 素 に よ って ダメ ー ジ を受 け たE ,coljが 回復 して いる ことが うか がえ る 。また

実 験時 間 内で の 量 は小 さ い もの の 、再増 殖 もお きて い る。 この よ うに 、オ ゾ ン処 理

水,活 性 炭 処 理水 とい った 高度処 理水 中で も 、回復 と再増 殖 はや は りお き うる こと

が わか っ た 。

3.4塩 素ダメージ菌に対す る残留塩素の影響

ここでは一旦塩素によるダメージを受けた菌が 、少量の残留塩素が存在する砂ろ

過水中でいかなる挙動 を示すかを調べた。

まず実験時間 中の塩素消費を極力な くすため、砂 ろ過水に、3日 毎に2回1mg-
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図5.7塩 素処理菌のオゾン処理水中 図5,8塩 素処理菌の活性炭処理水中
での回復 での回復

C¢/2の塩素 を注入 して放置 し、砂ろ過水の塩素要求量をほぼゼ ロに した 。そ の後 こ

の砂 ろ過水 に対 して、改めて残留塩素が所定の値 となるように塩素 を添加 した 。こ

の砂 ろ過水250m2中 へ3.3(1}と 同様に塩素処理 した且60〃 菌液20m2を 投入 した。

経時的に瓦oo∬傲 を測定 した結果 を図5,9に 示す。なお 、接触時間中、残留塩素は

ほぼ所定の値 に保たれていた。図よ り、砂 ろ過水中で は、残留塩素が低濃度でも存

在すれば回復 と再増殖 はお こらず死滅 に向か うことがわかる 。この ことか らも消毒

剤の残留性の重要性が確認できるが 、他の消毒剤の検討も含めて 、第6章 でさ らに

検討す る。

第4節BGLB-MPN法 とTLY寒 天法との対応

こ こで はTLY寒 天 法が 、BGLB-MPN法 の どの部分 を測定 して い るか につ いて 整理 す

る 。

TLY液 体 培 地 中で対 数 増殖 期 に ある 且`01'を 蒸 留 水 で3回 遠 心分 離 洗浄 し 、さ ら

に蒸 留水 で500倍 に希 釈 して1時 間放置 す る 。 この間 に一部 の 且`01'はBGLB培 地 中

で の 増殖 能 を失 う。蒸 留水 で段 階希 釈 した後 、BGLB培 地 によ ってMPNを 測 定(10本 法
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図5,9塩 素処理 菌に対す る残留塩素の影響

}す る と図5.10のAの レベル にな った 。一 方 、BGLB培 地 を使 わずTLY液 体 培地 によ っ

てMPNを 測 定す る とBの レベ ル にな った 。 この よ うに 且co1'は 実際 にはBの レベル

存在 す る ので あ るが 、BGLB培 地 中で はそ の選 択 性 ゆえ に増殖 で きな い菌が 存在 す る

ことがわ か る 。そ して これ らの菌 はTLY濠 体 培地 中で は回復 し、増 殖す る ことを示

して い る 。 さて 、折 れ 線Cは 、同 じ試 料 をまずTLY液 体 培地で1時 間,2時 間,3

時間 の各 時 間前 培養 した後 、2倍 濃 度 のBGLB培 地 を等 量加 えて36℃.48時 間培養 し、

MPN測 定 した もので あ る 。TLY液 体培 地 で前培 養す る と、選 択性 のBGLB培 地 中で も増

殖 が可 能 とな る且co〃 が現 れ る こ とが わか る 。さ らに回復 時間 を2時 間 とす れ ばTL

Y液 体 培 地 の み の測 定値 に近 づ くこ ともわか る 。

一例 と して .琵 琶 湖水 中大腸 菌群 を 、TLY液 体 培地 で 前培 養(回 復 操作)す る方

法 を加 え て測 定 してみ た 。測定方 法 を示 す 。① 試 水 を0,1%ペ プ トン含 有67蛆 リン酸

緩衝 液 で段 階希 釈(希 釈水 組 成 の影響 につ い て は図5,14参 照)。 ② 一 方 は通常 法 ど

お りBGLB培 地 中 に添加 し 、36℃,48時 間培 養す る。③ もう一 方 はTLY液 体培 地4.5m2

に試水1mε を添 加す る 。以下③ のサ ンプル に対 し 、④36℃,2時 間培 養 。⑤2倍 濃

度 のBGLB培 地4,5meを 添 加 。⑥36℃,48時 間 培養 。1990年10月 ～11月 に35回 測定 し

た結 果 を図5,11に 示 す 。BGLBに よ るMPNの 平 均値 が3.94XlO2N/100m2で あ るの に

一99一



恥

卜
k

雷
日
＼
乙

噂
O
円
×

、

、

◎

り

.璃

3レ
TLY

B

/ぐ
A

10

譲5

平 均値 〔N/100mの

[コBGLB-一

囮TLY十BGLB4,8XlO3

BGLB

Ooi乏30

回復 時間 〔hrs〕
MPN〔N/100mの図

5.10且oo〃 のBGLB-MPN測 定 図
5.11琵 琶湖南湖表流水 中大腸 菌群測 定結果

(1990年10月 ～11月,測 定 回数35回)

対 し 、TLY+BGLBに よ るHPNの 平 均 値 は4,82XlO3N/100m2で あ った 。琵 琶 湖水 中に

は 、BGLB培 地 で測 定 され る大腸 菌群 の10倍 以 上 の大腸 菌群 が 存在 して い る こ とが わ

か る 。す なわ ち 、大部 分 の大腸 菌 群 はそ の ま まで はBGLB培 地 中で増 殖す る こ とはで

きず 、TLY培 地 で の前 培養 中に 、選択 培地 で あ るBGLB培 地中 で の増殖 能 を獲 得 す る

もの と考 え られ る 。

っ ぎ に 、TLY液 体 培 地 中で対 数 増殖 期 にあ る 且`011を 、蒸 留水 で3回 遠 心 分 離

洗 浄 し、さ らに蒸 留水 で500倍 に希 釈 して1時 間放 置 した後 、 瓦 σ01'数 をTLY寒 天 法

(TLY寒 天 培 地お よび0,1%デ オキ シコール 酸Na含 有TLY寒 天 培 地)お よ びBGLB-MPN法

(TLY液 体 培地+BGLB培 地 お よびBGLB培 地)で 測定 した 。両 測 定法 と もに 、培養 温 度

は36℃,培 養 時 間は48時 間 であ る 。測 定 値 を表5,5に 、測定 値間 の大 小 関 係 を 図示

した もの を 図5.12に 示 す 。図5.12で は 、TLY寒 天 培地 によ る測 定 値 を1と して表 示

した 。

まず 、TLY寒 天 培地 によ る測 定 値 とTLY液 体 培地+BGLB培 地 によ るMPN値 とはほ ぼ一

致 す る ことが わか った 。 これよ り 、TLY寒 天 培地 で の測 定値 に相 当す る大 腸菌 群 は 、

TLY液 体 培 地 で2時 間前 培養 した 後 、2倍 濃 度 のBGLB培 地 を等 量加 え るMPN法 で も測

定 で き る こ とが わか る 。

ま た 、0,1%デ オキ シコ ール酸Na含 有TLY寒 天培 地 で の測定 値 は 、BGLB培 地 に よ るM

PN値 よ りは るか に小 さ く、0,瑠 デ オキ シ コ ール 酸Na含 有TLY寒 天培 地 で は 、ス トレ

ス の極 めて少 な い 且`o∬1を 測定 して いる と推 察 され る 。そ こで 、非 ス トレス 菌の デ
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表5.5TLY寒 天培地 法 とBGLB培 地 一柳N法 による且oo〃 の測 定

TLY寒 天培地法 EGLB培 地 一MPN法

TLY 3,6×105

TLY十

BGLB 3,2×105

TLY十

〇,1%D 8,3×102 BGLB 6,8×104

値 の単位 はN/蟷,Dは デオキシコール酸Naを 表す

TLY寒 天 法BGLB-MPN法

TLY

TLY十

〇,1%D

1

10→

10-2

10"

BGLB

⊥
T
B

Y

L

L

G

T

B

図5.12TLY寒 天培地法 とBGLB培 地一MPN法 との対応

TLY寒 天培地で え られた測定値 を1と して表示

Dはデオキシコール酸Naを 表す

オキ シ コ ール酸Naに 対 す る感受 性 を調 べ るた め 、つ ぎ の実 験 を行 った 。TLY液 体 培

地 中で 対 数 増殖 期 に ある 彦.oo〃 を 、TLY液 体 培地 で1000倍 に希釈 した後 、所定 濃度

のデオ キ シ コ ール 酸Naを 含 むTLY寒 天 培地 で培 養 し 、形成 した集 落 を計数 した 。結

果 を図5、13に 示す 。図 か ら、対 数増 殖期 に あ り 、ス トレスがな い と想 定 され る 彦,`0

11は 、0,1%ま で のデ オキ シコ ール 酸Naの 影 響 を ほ とん ど受 けな い こ とが わか る 。重

要な 点 は 、ス トレス のな いaco'1集 団で あれ ば 、TLY寒 天培地 によ る測 定値 と0,1%

デオ キ シコ ール 酸Na含 有TLY寒 天培 地 で の測 定 値 がほ ぼ一致 す る ことであ る 。

以 上 の ことか ら、0,1%デ オキ シコ ール酸Na含 有TLY寒 天培 地で 生育 し測定 され たE,

oo11を 、受 けた ス トレスが 小 さ い とい う意 味で 、生菌 と想定す る こと もで き る。

一方
、TLY寒 天培 地 で しか 生育 で きな い且`o〃 は 、す で に示 した よ うに適 当な環 境
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TLY寒 天培地 中デオキシコール酸Na濃 度 〔%〕

図5,13非 ス トレス且`01'の デ料 シコール

酸Naに 対す る感受性

に恵 まれれ ば回復 し、0.1%デ オキ シ コール 酸Na含 有TLY寒 天培 地 で生 育 で き るよ う

にな る菌で ある こ とか ら 、回復 可能 な 菌 と想定 す る ことが で き る。逆 にBGLB培 地 は 、

選択 培地 で ある もの のそ の選択 性 は低 く、 こ こで い う回復 可能 な菌 の多 くを測 定 し

て い る とい い うる。な お 、0.1%の デ オ キ シコ ール酸Naは 、や は り大 腸 菌 群測 定 用 の

寒天 培地 で あるデ ソキ シコ ール 酸塩 寒天 培地 に も含 まれて い る 。

第5節 回復可能菌を含めた消毒

ここでは消毒 を生菌のみな らず回復可能菌を含めて考え、各消毒処理 による回復

可能菌の現れ方.回 復可能菌を含めて消毒処理す る場合に必要な消毒力な どにっい

て検討 した 。なお 、ここでの実験では、0,1%デ オキシコール酸Na含 有TLY寒 天培地

での測定値 を生菌,TLY寒 天培地での測定値 と、0,1%デ オキ シコール酸Na含 有TLY寒

天培地での測定値 との差を回復可能菌 と想定す ることにす る。

まずTLY液 体培地 中で対数増殖期にある且co11を 、pH7,0,67mMリ ン酸緩衝液 で3

回遠心分離洗浄 した。図5,14に 示すように 、洗浄 または希釈 にリン酸緩衝液 を用い

れば、操作 中に且`01'が ス トレスを受けないようにすることができる。洗浄済み且
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図5,14希 釈 水組成の影 響

生菌+
生菌 回復 菌

塩素
二酸化塩素
クロラミン
オゾン

QOせ1110

99%菌 数減少に要す る接触時間 〔min〕

図5.15各 消毒剤 による且`o〃 の処理

`011を 、約1×105Nん 醒 とな る よ うにpH7.0,67mMリ ン酸緩 衝液 に入 れ 、っ ぎに各

消毒 剤(す べ て水 溶 液)を 添加 した 。各 消毒 剤 の調 製方法 お よび 消毒剤 濃度 の測 定

方法 は第4章 表4,6と 同 じで あ る 。不 活化 は室 温 で静 置 して行 わせ た 。任 意 の接 触

一103一



時間が経過 した後 、亜硫酸ナ トリウムを添加 して不活化を停止 し、TLY寒 天培地お

よび0.1%デ オキ シコール酸Na含 有TLY寒 天培地で彦,`o〃を測定 した。

横軸に99%の 菌数減少に要する接触時間,縦 軸に注入濃度を とって実験結果をま

とめたものが図5,15で ある。破線は消毒処理 を行 うときに生菌だけを測 定対象 とし

た場合を示 し、実線は生菌に加えて回復可能菌をも測定対象す なわち消毒処理の対

象 とした場合 を示 している。破線(生 菌)に 対 して実線(生 菌+回 復可能菌)が 上

方 にあることは、回復可能菌を含めて消毒処理 を行 うため には 、注入濃度 の増大 ま

たは接触時間の増大が必要である ことを示 している。この傾向は特に消毒剤添加量

の少ない範囲で現れている。これは低濃度添加の場合 、非致死的なダメージしか瓦

co11に 与え られず 、回復可能菌割合を増大 させた もの と推察できる。なん らかの理

由で消毒が不完全になった場合 、生菌数は少ないが回復可能菌は多 く存在する処理

水ができうることになる。そ して この傾向 は塩素 とオゾンで現れやすい、といいう

る。しか し、実際処理に近 い、よ り高濃度の範囲では実線 と破線の差は小さくなっ

ている。そのような範囲で は生菌数の減少 に伴 って回復可能菌数も減少,す なわち

死滅することを示 している。したがって、実際処理の範囲で回復可能菌のみが残存

す ることは考 えにくい。

第6節 結 語

1)一 旦塩素によってダメージを受 けた且co11が 、砂 ろ過水中で回復,再 増殖する

ことを示した。それ は大腸菌群検査法の1っ であるBGLB培 地を用いたMPN法,お よ

び簡便な寒天培地法で観察 された 。この ことか ら、給水過程で残留塩素がな くなれ

ば、実際に回復 と再増殖がおきうることを指摘 した。

2)水 中のSS濃 度が高まると回復 と再増殖 はよ り速やかにお こる こと,オ ゾン処

理水 、活性炭処理水 といった高度処理水中で も回復 と再増殖 はおきうる ことを示し

た。

3)消 毒を生菌のみならず 回復可能菌を含 めて考 え、各消毒処理による回復可能菌

の現れ方,回 復可能菌 を含 めて消毒処理す る場合 に必要な消毒力などにっいて検討

した 。その結果 、消毒が不完全な場合には回復可能な菌の割合が増大する可能性が

あるものの、実際処理の範囲では回復可能菌のみが残存する ことは考えに くいこと
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を示 した 。
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第6章 消毒処理水の安全性に関する
考察

本章では、実験結果 を総合 し、消毒処理水の安全性 に関 して考察 を行 う。まず第

1節 では、消毒剤の重要な特性 の1っ である残留性に注目し実験的検討 を行 う。第

2節 では、本研究で得 られた実験結果 を総括 し、消毒処理水の相対的安全性 につい

て考察す る。さ らに第3節 では、モデルを用いた検 討によって考察結果 を補足する。

第4節 では、本研究で得 られた結果を総合 して考察を行う。

第1節 消毒剤の残留性に関する実験

第4章 大腸菌ファージの不活化に関する実験では、各消毒剤の不活化力を比較 し

た。しかし、消毒処理水の微生物的安全性 を評価す るためには 、消毒剤の不活化力

とともに、消毒剤そ のものの残 留性 という側面 を欠かす ことはできない。例えば、

不活化力が強 くて も残留性がないな らば上水 に単一の消毒剤 として使用する ことは

不可能である し、逆 に残留性に優れた ものであって もその不活化力が弱いな らばや

は り消毒剤 としては不適当である。そ こで本節で は、消毒剤の残留特性 を把握する

ため 、1,2の 簡単な実験 を行 った。また本研究では、琵琶湖水を対象 としている

ので 、琵琶湖水中有機物が存在する条件下での残留性 を調べる。

1.1実 験 方法

まず 、第3章 第2節 実験方 法 に示 したの と同 じ手 順で 濃縮 琵琶湖 水 を作 製 した 。

す なわ ち 、琵 琶湖 水 をXAD-2樹 脂 に通 水 した後 、吸着 成分 を ジエチル エ ーテル で 抽

出 し、蒸 発 乾 固 させ た残 渣 を蒸 留水 に再溶 解 した 。 この とき 、pHτ.10,過 マ ンガ ン

酸 カ リウム 消 費量1570mg/2,E26。=9,0で あ った 。 この濃縮 琵琶湖 水 を 、有 機 物濃 度

が琵 琶湖 水 中 とほぼ 同 じに なる よ うに 、pH7,0,67mMリ ン酸 緩衝 液 で1/450に 希釈 し

た 。 この とき 、過 マ ンガ ン酸 カ リウム 消 費量3.5mg/2,ま た 、E、6。=0,02と な った 。

この 濃縮 湖 水 は 、上記 の第3章 第2節 と同 じ方 法 で作 製 した もので あ るので 、ア ン
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モニ ア性窒素な ど有機物以外の消毒剤消費物質は含まれていな いと考える ことがで

きる。

1¢ 容の細 口共栓試薬瓶に濃縮湖水の希釈水を1¢ 入れた 。っいで各消毒剤 を添

加 したが 、消毒剤は 、第4章 第2節 表4,6消 毒剤 の調製方法と濃度測定方法 に示

した方法にしたがって作製 した。したがって 、各消毒剤はすべて水溶液 として10幅

を添加 した。ただちに栓 をして室温,暗 所 に静置し、残留濃度の経時変化 を測定 し

た 。なお 、消毒剤濃度の測定方法 も同じく第4章 第2節 表4,6に 示 した方法に した

がった。

1.2実 験結果 と考察

塩 素,オ ゾン,二 酸化塩素,ク ロラミンの消費実験例をそれぞれ図6.1,図6,2,

図6.3,図6,4に 示す。図中の実線は 、第3節 で行 うモデル による計算結果 を示 して

いる。モデルを用いた検討は、第3節 に譲 ることとし、ここでは実験 の定性 的結果

を述べ る。

まず 、塩素(図6,Dは 、注入初期に急激な減少が あり、そ の後減少は緩やかに

なって いる。一般 に自然水中の有機物 には、急速 に塩素を消費す る成分 と比較的ゆ

っくり消費する成分がある ことが知 られるが 、本研究で使用 した濃縮琵琶湖水 中の

有機物で も同じことがいえる。初期の急速消費の後の、緩速消費の領域が 、塩素の

残留性 を意味する。

オゾン(図6,2)は 、まず 、有機物のない蒸留水 中で も自己分解によって消費す

呂
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癬
顧
鰹
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『}.004.006.0012.00且5.0020.002`.00

経 過時間 〔hrs}

図6.1塩 素消費の例
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暴 α4

246810

経過時間 〔min〕

図6,2オ ゾン消費の例

(オゾン注入量0.95mg-03/¢}

る 。図6.2の 上側 の 曲線 は 、pH7,0,67mMリ ン酸 緩衝 液 中で のオ ゾ ン消 費 を表す 。一

次反応 を仮 定す る と速度 定 数0,094(1/min}を 得 た 。室 温,中 性 の蒸留 水 中 にお ける

オゾ ンの 半減 期 は約10分 で ある とされ るDが 、本 実験 では7分 とや や 消費 速度 が大

きい 。本 実験 で は 、 リン酸 緩衝液 や ガ ラス ビ ンのオ ゾ ン要求 量 をゼ ロに して いな い

ため 、不純 物 質が オ ゾ ンを 消費す る効 果が あ った もの と思わ れ る 。一 方 、琵琶 湖水

中有 機 物が 共存 す る場 合 に は 、オ ゾ ンは これ よ りも速や か に消費す る。 図6.2の 例

(オ ゾ ン注 入 量0,95皿g-0、/¢)で は 、数10分 で消 失す るであ ろ うと推 察 され 、オ ゾ

ンの残 留性 は飲 料 水 の供 給 に要す る時 間か らみ て全 く不十 分 で ある といえ る 。

二 酸化 塩 素(図6,3)は 、塩 素 と同様 、注 入初期 に急 激に消 費 し、そ の後 緩や か

言
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図6,3二 酸化塩素消費の例
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な消 費 速度 とな る傾 向 が み られ る 。た だ し 、二 酸化 塩 素注 入 量0,9mg-C2/α の場 合 を

みて み る と、塩 素 を0,4mg-Cl/2,0,6mg-C2/2注 入 した場 合(図6,1)よ りも速 や か に

消 費 してお り、塩 素 と比 較 して 二酸 化塩 素 の残 留性 は低 い と推 察 しう る 。

ク ロ ラミ ン(図6,4)は 、初 期 の急 激な 減少 も明確 に はみ られず 、注 入 直後 か ら

緩や か に減 少 した 。微 生 物 の不 活 化 力が弱 い とと もに有機 物 との反応 性 も低 い た め

と思 わ れ る 。注 入 量0,4mg-C¢/2の 場合 の残 留性 を塩 素(図6,1)と 比 較す る と 、ク

ロラ ミ ンの方 が残 留濃 度 が高 い 。有 機 物 との反 応性 も低 い こ ととあわ せ る と、塩 素

以 上 の残 留性 が期待 で き る 。

芦立2}は 、汚濁 小河 川水,お よ び清 浄河 川水 に下水 処理 場 の流入 下 水 を少 量添 加

した もの を試 水 とし 、これ に塩 素 と二 酸化 塩 素 を添加 して そ の残 留濃 度 の変 化 を調

べ た 。た だ し試水 は三 角 フ ラス コ に入 れ られ 、実 験 は 開放 系で行 わ れ た 。塩 素,二

酸 化塩 素 の添 加濃 度 はそ れぞ れ3mg/1で ある 。結果 を図6,5,図6.6に 示す 。図 よ り 、

塩 素 よ りも二 酸化 塩 素の 方 が速 や か に消失 してお り、本実 験 結果 と同 じ結果 とな っ

て い る 。 しか し 、図6,5,図6.6の 実験 は 開放 系で 行 われ てお り、揮発 性 の高 い二 酸

化 塩 素が揮 散 した影響 が 考 え られ るため 、被 圧下 の給 配水 系統 での 残 留性 につ いて

は今後検 討す る必 要 が ある として いる 。二酸 化塩 素 の残 留性 を調べ た 図6,2の 本 実

験 に お いて は 、1¢ 容 細 口共 栓試 薬 瓶 を用 い 、静置 中 は栓 を して い る ものの 、完 全

に気 層 をな くしての 実験 で はな い 。 したが って 芦立 の 実験 と同 様 に 、二 酸 化 塩素 の

揮 散 の影 響が 含 まれ て い る と思 われ る 。文 献的 にも 、二酸化 塩 素水 溶液 は 、気 層 を

な く し冷 暗所 にお けば数 ヶ 月保存 が 可能 で あ る ものの 、気 層が ある と二 酸化 塩 素 は
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図6,6塩 素 と二酸化塩素 の残留性2》
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気層に移行 しやす く不安定 になるという3}。 したがって二酸化塩素の残留性 を厳密

に評価 しよ うとすれば、浄水場内のような気層のある場,給 水 系統 のような気層の

ない場など、二酸化塩素処理水の存在す る場を想定 した検討が必要である。このこ

とは他 の消毒剤にっ いてもあてはまる。

一方 、佐藤のは 、朝霞浄水場原水 を試水 として、遊離塩素 とクロラミンの残留性

を比較 した。遊 離塩素 とクロラミンの添加濃度はlmg/曜 度であ り、各処理水 を別

々の褐色瓶(500mの に封入後、所定の温度に保存 し、残留濃度 を測定 した もので

ある。保存温度20℃ の場合の.遊 離塩素,ク ロラミンの濃度変化をそれぞれ図6,7,

図6,8に 示す 。同様に保存温度30℃ の場合の、遊離塩素,ク ロラミンの濃度変化 を

それぞれ図6,9,図6.10に 示す。図か ら、遊離塩素処理水は、特に8月 の場合、4月

および10月 に比べて特 に大きな減少傾向を示 し、20℃ で7日 後,30℃ で5日 後 には残

留塩素が消失 した。一方 、クロラミン処理水は、各実験時 ともに水質の違いにかか

わ らず同様の減少傾向を示 し、実験終 了時までクロラミンは残留した。この結果 、

佐藤は 、塩素よ りもクロラミンの方が 、水温の変化や水中の有機物質の多少にかか

わらず 、残留消毒剤の持続 日数が長 く、年間を通 じて安定 していると述べている。

塩素よ りもクロラミンの方が 、残留性が優れているという点で 、本節の実験結果 と

一致 している。

以 上、実験結果を示 し、文献における結果 を参照 した。実験結果および文献にお

ける結果 ともに、残留性 の点で最も優れているのはク ロラミンであ り、ついで塩素
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が優 れていた。二酸化塩素は、気層のある実験においてで はあるが 、本実験結果お

よび文献にお ける結果 ともに、そ の残留性は塩素よりは低かった。またオゾンの残

留性はない といえた 。

第2節 実験結果から結論される消毒処理水の相対的安全性

本節では、本研究で行 った実験結果を総括 し、消毒処理水の相対的安全性 にっい

て考察す る。実験結果を、消毒剤の優劣を比較する形式でまとめたものが表6,1で

あ り、以下その内容 を述べ る。

(1)染 色体異常誘発性 につ いて

第3章 図3,31消 毒処理水の染色体異常誘発性 をまとめたものである。本実験

では420倍 に濃縮 した琵琶湖水 を用いている。 したが って、実際の琵琶湖水 におけ
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表6.1実 験結果のまとめ

染色体異 不活化力 残留性

常誘発性

塩素 422

二酸化塩素 313

クロラミン 141

オゾン 234

1:最 も優れ ている 、4:最 も劣 って いる

染色体異常誘発性:チ ャイニーズハムスター肺細胞(C肌)を 用いた染色体異常

試験の結果。濃縮した琵琶湖水を消毒処理 したものをその

まま染色体異常試験の試料とした。

不活化力:琵 琶湖水中有機物が存在する水 中で、大腸菌ファージに対する不活

化力を比較 した結果。アンモニア性窒素など有機物以外の消毒剤消

費物質は含まれていない。

残留性:琵 琶湖水中有機物が存在する水中での残留性。共栓細 口試薬瓶中での

結果であ り、気層は残っている。

る消 毒 剤消 費 量 と染色 体 異 常誘発 性 につ いて は 、図3,31の420mg/¢ の位 置 が 、実 際

の琵 琶湖 水 に消毒 剤1mg/2を 消費 させ た場 合 に対応 す る とみ なす こ とによ り、染 色

体 異常 誘発 性 の大 小 関係 を 比較す る 。実際 の 消毒 剤注 入範 囲が0.5mg/O～5mg/¢ の

範 囲で あ る とす れ ば 、図3。31で は 、210mg/2～2100mg/2の 範囲 で大 小比 較 を行 えば

よい。

まず塩素処理水 は、低消費量範囲か ら染色体異常誘発性を有意に認め 、4種 の中

では最 も強い。っぎに二酸化塩素処理水は、塩素処理水よ りも弱 く、最大でも塩 素

処理水の1/2程 度である。オゾン処理水は、高消費量範囲では塩素処理水以上と

なって いる ものの 、通常の消毒範囲では、塩素処理水や二酸化塩素処理水よ りも染

色体異常誘発性は弱いと考 えてよいであろう。またクロラミン処理水の染色体異常

誘発性 は認め られない。この結果か ら染色体 異常誘発性か らみた消毒剤 としては ・

通常の消毒の範囲では、クロラミンが最も優れてお り、ついでオゾン,二 酸化塩素

の順で、塩素が最 も劣 っていると結論できる。

(2)不 活化力につ いて
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表6,1の 不活化力は、大腸菌ファージの不活化力を調べた図4,12の うち、琵琶湖

水中有機物が共存する条件下での結果をまとめたものである。この場合 、順位は明

らかであり、大腸菌ファージの不活化力か らみた消毒剤は 、二酸化塩素が最 も優れ

てお り、ついで塩素,オ ゾンの順で 、クロラミンが最 も劣 っている。

(3)残 留性について

表6.1の 残留性は、本章第1節 の結果 をまとめたものであるが 、実験方法 も簡単

な上 、デ ータ数 も限 られているため 、定性的な比較に とどまる 。塩素は、注入初期

に急激な減少があ り、その後緩やかな減少となって残留す る。二酸化塩素は、塩素

よりもやや速やか に減少 した。クロラミンは、塩素以上の残留性が期待 しうるもの

と推察できた 。また 、オゾンの残留性は 、飲料水の供給 に要する時間か らみて全 く

不十分であ り、残留性はないといえた。この結果 、残留性 の点で最 も優 れているの

はクロラミンであ り、ついで塩素が優れている。二酸化塩素は 、塩素よ りは残留性

に劣 ってお り、オゾンが最 も劣 っている。

っ ぎに各消毒処理水 ごとにその特徴 を整理す る。

(1)塩 素

残留性に優れ、不活化力も大きいので、飲料水の微生物的安全度に対する信頼性

は高 い。しか し、処理水の染色体異常誘発性が最 も強 い点が欠点である。

(2)二 酸化塩素

処理水 の染色体異常誘発性が塩素処理水よ りも弱い点で望ましい。また 、残留 し

ていれば塩素よ りも大きな不活化効果が発揮 される。すなわち二酸化塩素は 、不活

化力が塩素よ りも大 きく、しか も処理水の染色体異常誘発性が塩素処理水よ りも弱

い点で 、塩素よ りも優れた消毒剤であると指摘 しうる。しか し、残留性 は塩素よ り

も劣 り、残留濃度に注意す る必要がある。

(3)ク ロラミン

本実験条件では処理水の染色体異常誘発性は認め られず 、好ましい結果を得た。

また 、残留性 は優れていると推察されたものの、不活化力が著 しく小さいのが欠点

である。

(4)オ ゾン

処理水の染色体異常誘発性は、消毒に使用す る範囲では塩素処理水や二酸化塩素

処理水よ りも低 く抑 える ことができる。しか し残留性がなく、単独での使用は適切
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で な い 。

以上実験結果をまとめたが、この結果 、二酸化塩素は、不活化力が塩素よ りも大

きく、しかも処理水の染色体異常誘発性が塩素処理水よ りも弱い点で、消毒剤 とし

ての優れた特性を備えているといえる。したがって.残 留性を確保 しっっ使用す る

ならば 、処理水の微生物的安全性を十分確保 しっっ 、副生成物による有害性が低 い

飲料水を供給する ことが可能であ り、二酸化塩素は優れた消毒剤である といえる。

第3節 不活化力と残留性との関係のモデルによる検討

3.1本 節 の 目的

前節では、実験結果 をまとめて 、残留性が確保されるように消毒処理を行えば二

酸化塩素が優れた消毒剤であることを指摘 した。しか しいずれも定性的な考察 にと

どまっている。特に消毒処理水の微生物的安全性にっいては、第1章 第1節 におい

て、それが消毒剤の不活化 力と残留性の2つ の特性 によって達成 され ることを指摘

したにもかかわらず 、実験結果 を定性的に考察 したのみである。本節では、消毒処

理水の微生物 的安全性に対する不活化力と残留性 の役割を定量的に評価するため 、

消毒処理における消毒剤 と有機物 との反応,消 毒剤 と微生物 との反応のモデル化を

行って、考察 をすすめる。

3.2モ デ ル の設 定

(1)モ デル の基本的考え方

消毒処理過程では、有機物と消毒剤 とが反応 して副生成物が生成する過程 と、微

生物と消毒剤 とが反応 して微生物が死滅する過程 とがある。そ していずれの反応で

も消毒剤は消費す る。このうち 、有機物 と消毒剤 との反応では、塩素消費(図6.1)

,二 酸化塩素消費(図6,2)で み られたように 、有機物のなかには消毒剤 と反応 し

やす いもの と反応 しにくいものがあると推察 され る。したがってモデルの設定にあ

たっては 、消毒剤粒子 と有機物粒子 とが衝突 したとき、反応 しやすい場合や反応
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しにくい場合が表現できるもの,ま た、有機物粒子 ごとに、消毒剤粒子が複数 回反

応する ことができた り、1回 しか反応 しないもの 、あるいは全 く反応 しないものな

どを表現できることが望 ましい。さらに、消毒剤 との反応 においては有機物 と微生

物 とは競合関係にある。このような反応 を表現 しうるもの としてつぎのよ うなモデ

ルを設定 した。水 中の微小空間に、消毒剤,有 機物,微 生物(こ こでは大腸菌 ファ

ージ)が ランダムに運動 している場を考える。ある瞬間の消毒剤一大腸菌ファージ

間,消 毒剤 一有機物間の距離を測定 し、その距離がある値以下な らば衝突が起 きた

ものと判定 し、消毒剤の消費,大 腸菌ファージの不活化,副 生成物 の生成(こ こで

は染色体異常誘発性 の生成)が 起きるものとする 。衝突が起きた とみなす距離 は、

各粒子の大 きさを表す というよ りはむ しろ、消毒剤 との反応の起き易さを表す もの

と考える。そ して 、消毒剤 と有機物 との反応特性 に関して は、有機 物の反応性 に分

布がある ことを仮定する。このよ うなモデルによ り、個々の有機物粒子 に対 して特

徴付 けをす ることが可能 とな り、消毒過程にお ける多様な反応性を表現できるもの

と考 える。

(2)モ デ ル の基本 構 造

水 中に1,0Xl,0の2次 元 正 方 形 を想 定 し、一様 乱数 を用 いて 、この 中 に大 腸菌

フ ァー ジ,有 機 物,消 毒 剤 を一様 に散 らば らせ る 。す なわ ち 、0か ら1ま で の一 様

乱 数 を発 生 させて 、各粒 子 のx座 標,y座 標 を与 えた 。大 腸 菌 フ ァー ジ の個 数 は 、

実 験で の初 期 大腸 菌 フ ァージ数が1000～3000PFU/m2で あっ た こ とか ら 、2000と した 。

有 機物 の個 数 は 、E、、。=0.02が4000個 に対 応す るよ うに 、また 消毒剤 の個数 は 、0.1

mg/¢が1000個 に対 応 す るよ うに した 。

っ ぎ に正規 乱数 を発 生 させ て 各粒 子 を移動 させ 、1タ イ ムス テ ップ 後 の各 粒子 の

位 置 を次 式 のよ うに求 め る 。

x=Xo十dt×D(1)

y=yo十dt×E(2}

ここに 、D.Eは 平 均 値0,標 準偏 差1の 正規 乱 数,dtは1タ イム ステ ップ を表

し、 こ こで は50分 が0,05に 対応 す るよ うに した 。

各 粒子 の 移動 後 、消 毒剤 一大 腸 菌 フ ァー ジ間,消 毒 剤 一有 機物 間 の距 離 を測 定 し、

そ の距離 が あ る値 以下 な らば衝 突 が起 き た もの と判定 し、消 毒剤 の 消 費,大 腸 菌 フ

ァー ジの不 活化,副 生 成物 の生成(こ こで は染色 体 異常誘 発 性 の生 成)が 起 き る も
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の とした。消毒剤 と大腸菌ファージの反応に関 しては、衝突が1回 でも起 これば 、

消毒剤は消失 し、大腸 菌ファージは死滅するもの とした。一方 、消毒剤 と有機物と

の反応特性 に関 しては 、有機物の反応性 に分布があることを仮定した。図6.11に 示

すように、正規分布を仮定 し、各有機物粒子 に対 して 、平均値0,標 準偏差1の 正

規乱数か らな る点数を付 けた。その後 、有機物を6っ の群 に分画 して 、それぞれ に

衝突 した とみなす距離,衝 突が可能な回数を設定 した。消毒剤は、1回 で も有機物

に衝突すれば消費す るものとした 。

消毒剤 と有機物が衝突 した場合 、有機物は副生成物 とな り染色体異常誘発性 をも

っもの とした。このとき衝突回数 に応 じて染色体異常誘発性が強まるが 、そ の寄与

は衝突回数に比例す る場合や指数関数的になる場合を仮定 した。ここで 、染色体異

常試験は濃縮湖水を用いて行った ものである。湖水中有機物濃度の場合 と同様 に計

算を行 うと計算時間が膨大になるため、湖水中有機物濃度で行った 、塩素消費実験,

大腸菌ファージ不活化実験 と対応す るように、湖水中 と濃縮湖水中における有機物

個数 と消毒剤個数の割合を一致 させた 。すなわち、湖水中では塩素は0.lmg/ε を100

0個 としたが、濃縮湖水 中では1000皿g/6を1000個(10,000,000個 とすべきところ}と

し、湖水 中では有機物はE26。=0,02を4000個 としたが濃縮湖水中ではE26。=9,0な の

で180個(1,800,000個 とすべき ところ}と した。これ に伴い、有機物 と消毒剤 との衝

突可能回数は、湖水 中有機物濃度の場合の20倍 とした。

(3)実 験結果 との比較

塩素による反応を再現す るための各パ ラメータの値 を表6.2に 示す 。塩素消費 を

画群1 H 皿lIV V VI

正規分布
〆

一3-2-1012

有機物 の反応性 を表すた

め有機物 に付 けた点数

図6.ll有 機物 の反応性の分布
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計算 した ものは図6.1中 に示 した。大腸菌フ ァージの不活化 を計算 した結果を実験

結果 とともに図6,12に 示すが、実験データは1分 時 と10分 時の ものしかないため、

計算結果のうち1分,2分,3分,… の値 をとりだ して これをプロッ トした もので

ある。また、染色体異常誘発性を計算 した結果 を実験結果 とともに図6.13に 示す 。

塩素 による反応 は、有機物 との反応 における選択性が強いため 、画群1の 衝突可能

距離が大 きく、衝突可能回数も大きい。1回 の塩素 と有機物 との衝突が 、染色体異

常誘発性 に対す る寄与率は、実験結果に適合する値 として1,5x10-2(cte/50細 胞)を

得た 。ただ し、200回 以上衝突された有機物は、それ以上染色体異常誘発性は強 く

な らないとしている。

オゾンの反応性 に関す る各パラメータの値 を表6.3に 示す。オゾン消費を計算 し

たものを図6.2に,ま た大腸菌ファージの不活化,染 色体異常誘発性 を計算 した結

表6.2塩 素の反応性

画群1■ 皿][V V VI

有機物
との
反応

衝突可
能距離 0,004×20Xl/2 Xl/10×1/20 X1/40 X1/100

衝突可
能回数 521 11 1 1

染色体異
常誘発性

衝突 回 数 ×1.5×10-2 (cte/50細 胞》

但 し200回 以上 の衝突 はそれ以 上寄 与せず

大腸菌
プアージ
との反応

衝突可
能距離 0,055

碧≧

量

癬

言)㌧

1

→く 一4

0「 0,02mg-C2/ε

o ↓
O

一1・

△

↑

一2 0.04mg-C2/2

一3 口
↑

口

0.08mg-Cε/9

一4

0 乏 46 6 1b

接触 時間 〔min〕

図6,12塩 素 による大腸菌 フ ァージの不活化
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図6.13塩 素 処 理水 の 染色 体 異常 誘発 性

表6.3オ ゾンの反応性

画群IH 皿 IV V VI

有機物
との
反応

衝突可
能距離 0.010×2.7×1/2 X1/10 X1/20 Xl/40 X1/100

衝突可
能回数 22 2 2 2 2

染色体異
常誘発性

1.2H-1×1.36×10-3

(Hは 衝 突 回 数 で1以 上 の 整 数}

(cte/50細 胞)

大腸菌
フアージ
との反応

衝突可
能距離 0,080

0
0

.
0

0
マ

.
O
l

O

O

.O
`

O
潤

.
一
l

O
O

.
一
ー

。く
諸
。。2

薔

枇
鰹
ハ
ー
ト
h
樋
塞
k
。
。
㌦

0.012mg-03/2

.

一

閂

一

.

騨

↓

僕
= :

↑

1

▲

0.067mg-0、/2

● 巳 ■

ム

,

12。0024,0036.0048匿00

接 触 時 間 〔sec〕

一119一

←

0.04

ムmg-03/¢

80・00



60

40

璽
轟
Oく
癒
葦
翅
麩

20

0

10100100010000

オゾ ン消費量 〔mg-C2/の

図6.15オ ゾン処理水 の染色体異常誘発性

果 を実 験結 果 とと もに図6.14,図6,15に 示 す 。オ ゾ ン反応 生成 物 の染 色 体異 常 誘 発

性 は 、1回 の衝 突 で は1.36x10-3(cte/50細 胞)と 、塩 素反応 の1,5xlO-2(cte/50細 胞}

の1/llに す ぎ な いが 、複数 回衝 突す る と染色 体 異常 誘発性 に対す る寄 与 は比 例 的

で はな く 、指 数関 数的 に寄 与す る とすれ ば実 験 結果 を再現 で きた 。

二 酸化 塩 素 の反応 性 に関す る各パ ラメ ータ の値 を表6,4に 示す 。二酸 化 塩 素 消 費

を計算 した もの を図6,3に,ま た大 腸菌 フ ァージ の不活 化,染 色体 異 常誘 発 性 を計

算 した 結果 を実 験 結果 と ともに図6,16,図6,17に 示す 。染 色体 異 常誘 発 性 は 、1回

表6.4二 酸化塩素の反応性

画群1 H 皿 IV V VI

有機物
との
反応

衝突可
能距離 0.OlOX20 X2 Xl/10 X1/20 X1/40 X1/100

衝突可
能回数 52 13 1 1 1 1

染色体異
常誘発性

衝突回数 ×3, OX10-3 (cte/50細 胞)

大腸菌
プアージ
との反応

衝突可
能距離 0,080
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図6.16二 酸 化 塩 素 に よ る 大 腸 菌 フ ァ ー ジ の 不 活 化
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図6.17二 酸化 塩素処 理水 の染 色体異常誘発性
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の衝突 で3,0Xl「3(cte/50細 胞}が 生 起 し 、衝 突回 数 に比例 して染 色体 異常 誘発性 を

もつ とみ な され た 。1回 の 衝突 で生起 す る染 色体 異常 誘発性 の 強 さは塩 素の1/5

で あ る 。

ク ロ ラ ミンの反 応 性 に関 す る各パ ラ メータ の値 を表6,5に 示 す 。 クロ ラミ ン消 費

を計算 した もの を 図6.4に,ま た 大腸 菌 フ ァー ジの不活 化,染 色体 異常 誘発 性 を計

算 した 結果 を実験 結果 と ともに 図6,18,図6.19に 示す 。
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表6.5ク ロラミンの反応性

画群1 H 皿 1V V VI

有機物
との
反応

衝突可
能距離 0.0016×20 X1 X1/10 X1/20 X1/40 Xl/100

衝突可
能回数 5 5 1 1 1 1

染色体異
常誘発性

な し

大腸菌
プアージ
との反応

衝突可
能距離 0.0045
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図6.18ク ロ ラ ミ ン に よ る 大 腸 菌 フ ァ ー ジ の 不 活 化
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3.3残 留 特性 と微 生物 の不 活化 力 に関す る計 算結 果

以 上 のモ デ ル を用 いて 、各 消毒 剤 の残 留性 お よび再 汚染 微 生物 に対 す る残 留消 毒

剤 に よる不 活化 効 果 を比 較す る 。

(1)大 腸 菌 フ ァージ

湖水 中 に各 消毒 剤 を0.5,0,τ,1,0mg/2注 入 した 場合 を想定 し 、経過 時間 と残 留

濃度 との 関係 を計算 に よ って求 め た もの を図6.20,図6,21,図6,22,図6,23に 示す 。

図6.21か ら 、オ ゾ ンは 数10分 で 消 費 され る ことが わか る 。図6,22よ り、塩 素 と比 較

す る と二 酸化 塩 素 の消 費速 度 も速 いが 、残 留性 もあ る ことが示 され て いる 。一方 、

1.0

齪 甑5 1.O

mg-C¢/2

0,7
司■一一一mg -Cε/¢

く一 一 〇
,5mg-C6/6

0

0,11101001000

塩素 を添加 してか らの経過時間 伽s〕

図6.20塩 素 の残留性

1.0

確0,5

0

0,010,11101001000

オ ゾ ン を添 加 して か らの 経 過 時 間 匝s〕

図6.21オ ゾ ンの 残 留 性
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0.ll101001000
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経 過時間 〔hrs}

図6.22二 酸化塩素の残留性

1.0
嘲噂一一

mg-C2/9

0,7

mg-C¢/2

0
0,lllO1001000

クロラミンを添加 してか らの経 過時間 〔hrs〕

図6,23ク ロラミンの残留 性

塩素とクロラミンはよく残留す ることがわかる。

さて 、消毒処理水 の微生物的な安全性を評価するためには、給水過程での再汚染

を想定 し、その不活化力を比較する。すなわち、消毒剤 を注入 した後のある経過時

間において再汚染が発生 した とし、これに消毒処理水がいかに対応 できるかをみて

みる。ここでは、消毒剤間の違 いが明示されるよ うに、まず0,7mg/¢ を添加 した場

合 を例 として とりあげる。0,7mg/2を 添加 した場合の 、各経過時間における残留消

毒剤によって 、再汚染大腸菌フ ァージが10分 間で不活化され る量 を計算 したものを

図6.24に 示す 。塩素処理水 の場合 、計算範囲内で は、再汚 染大腸菌フ ァージをすべ

て不活化できた。これ らの結果は、ある時間が経過 した後 の各消毒処理水の もっ微

生物的安全度の1っ を表 したものといえる。オゾンでは10分 以上経過後 は大腸菌フ

ァージに対する不活化 力を失い 、微生物的安全性が保てなくなることがわかる。二

酸化塩素 も消毒剤消費に伴い、不活化力がなくなる。クロラミンは残留性はあるも

のの 、不活化力が弱いため 、短時間での不活化効果 は期待できない。一方 、塩素 は

残留性 もあ り、不活化力も強いため、消毒処理水の微生物的安全性 に対す る信頼性

は最 も高い といえる。

(2}1孔co11

同 じモ デ ル を彦,co1'の 不 活化 に適 用 した 。彦。co1'の 不活 化 実験 は緩 衝 液 中で 行 っ
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壽 ↓
一二
_1

111葺 髪
素
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qlloloo冗 ゆo

各消毒剤を0,7mg/2添 加してからの経過時間 〔hτs〕

図6,24残 留消毒剤による再汚染大腸菌ファージの不活化
(再汚染後10分 経過時の残存率)

ているので 、有機物の共存 はな いものとした。実験結果 との適合性の例 を図6,25,

図6.26,図6,27,図6.28に 示 し、消毒剤 とE,co11と の衝突可能距離を表6,6に 示す 。

衝突可能距離 は、生菌のみを測定対象とした場合 と、測定対象に回復可能菌 を含め

た場合ではそれぞれ値が異なっているが 、生菌のみを測定対象 とした場合の方が 、

不活化がよ り進行す るよ うに測定されるので衝突可能距離もよ り大きい。

っぎに、一旦消毒処理を受けた菌の砂ろ過水中での回復 と再増殖にっいては、第

5章 図5,4の 結果 を用いる。モデル化 にあたって 、生菌 と回復可能菌の挙動 にっい

て、図5.4の 結果 を再度考察 してみる。まず1時 間までは、塩素との接触の影響が

残存 した結果 、全体の菌数 に変化はないものの、生菌に対す るス トレスが進行 し回

復可能菌の割合が増大 して いる。ついで1時 間後か ら9時 間後までは生菌の割合が

増大 してお り、回復可能菌のうち回復して生菌となったものがあることを示 してい

る。さて 、9時 間後以降は生菌数は増大 しているが全体の菌数も増大 している。生

菌数 は、経過時間0に お いては210N/m2で あったものが、24時 間後には49,000

N/謡 に増大 している。仮 に、全体の菌数の増大 には、生菌の増殖のみが寄与する

とする と、全体菌数は経過時間0に おいて34,000N/m2で あるので、24時 間後に

は82,790N/mε となるはずである。しか し、実際には640,000N/m2と はるかに

多 く、生菌数のみな らず回復可能菌数 も増大 している ことがわかる。

ここで 、回復可能菌の砂 ろ過水中での挙動 を調べるためつぎの実験を行った。TL
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図6.25塩 素によ る且6011の 不活化 図6,26オ ゾンによる且co∬1の 不活化
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図6,27二 酸化塩 素による瓦6011の 不活化 図6.28ク ロラミンによ る且oo〃 の不活化

表6.6消 毒剤 と且coljと の反応 性

i--1
↑
生菌

.`■ ■1■[■1巳

1
生菌+回 復可能菌
↓

〔 ↑ 二
生菌

■ ■ ■Ir■ 邑.顧1

1
:

生菌+回 復可能菌
↓

o
o

`

↑
生菌

冒1■ ■ ■1■r.1

生菌 生菌+回 復可能菌

塩素 0,060 0,051

オゾン 0.21 0.13

二酸化塩素 0,089 0,086

ク ロラ ミン 0.0205 0.0135

値は不活化モデルにおける消毒剤と且601'と の
衝突可能距離を示したもの
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経過時 間 〔hrs}

図6,30生 菌の砂 ろ過水 中で の挙動

Y液体培地 中で対数増殖期 にある且co11を 蒸留水で3回 遠心分離洗浄した後 、さ ら

に蒸留水中に3時 間放置する。この彦,co〃液1m2を 、一方 は蒸留水1¢ に添加 し、

一方 は砂ろ過水1¢ に添加 してそれぞれ菌数の経時変化を調べた。結果を図6.29に

示す 。砂ろ過水 中では速や かな回復がお こり、全体の菌数 も増加 している。これに

対 し、蒸留水中では回復 も増殖 もお こらない。この実験では4時 間後まで しか菌数

を測定 していないが 、生菌数が増大 しない条件下では、回復可能菌が増大し全体 の

菌数が増大することもないと推察できる。さらに、生菌の砂 ろ過水中での挙動を調

べるため以下の実験 を行 った。TLY液 体培地中で対数増殖期 にある且`01'を 砂ろ過

水500皿¢に添加 して菌数の経時変化を調べた。結果を図6,30に 示す。この結果 、生

菌が砂 ろ過水 に接触する過程で も回復可能菌が生成す ることがわかった 。

以上の結果 、図5.4で は 、① 回復可能菌が回復 して生菌となる過程,② 生菌が増

殖す る過程,③ 生菌が砂 ろ過水中でス トレス を受 けて回復可能菌となる過程,が 含

まれ るものと考える。回復可能菌自体が増殖する可能性や 、死滅する可能性 も否定
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で きな いが 、 ここで は無視 す る 。 した が って 図5,4の 実験 結 果 に対 し以 下 の よ う に

モデ ル化 す る。

dN1
-=qN1+αN2βN1(3)

dt

dN2
-・ αN、+βN、(4}

dt

ここに 、N、:生 菌 数(N/m¢),N2:回 復 可能 菌 数(N/畝),t:経 過 時間(hr)

,q,α,β は定 数(hr-1)で ある 。(3}式 右 辺 第1項 は砂 ろ過 水 中で の生 菌 の 増

殖 を表 し 、第2項 は 回復 可能 菌が 回復 して生 菌 となる 量,逆 に第3項 は 生菌 が 砂 ろ

過 水 中で ス トレス を受 けて 回復 可能 菌 とな る量 を表 す 。 αは 、蒸留 水 中 でス トレス

を与 えた 且co11が 砂 ろ過 水 中で 回復す る速度 で表 す もの と し、図6,29中 の△ 印 の初

期 速度 か ら α=9.7XlO-4(hr且)を 得 た 。 βは 、TLY液 体 培 地 中E,co11(生 菌)が

砂 ろ過水 中で 回復 可 能 菌 となる 速度 で表 す もの とし 、図6,30中 の▲ 印 の初 期 速度 か

ら β=0,70(hr1)を 得 た 。これ らの値 を用 いて 図5,4に フ ィ ッ トす るqの 値 を 求

めて1.2(hr1)を 得 た 。 これ よ りβ,co1'(生 菌)の 世 代時 間 を計 算す る と35分 と

な り、第5章 で 示 した 表5.3の 値 と比較 す る とや や 長 い ものの 、qの 値 はほ ぼ通 常

の 且 ごo∬1の増殖 速度 を表 して いる といえ る。

以 上 の結 果 を用 いて 、各 消毒 剤 を0,7mg/¢ 添 加 して か ら一 定時 間経 過 した後 、全

体 の90%が 回復 可能 菌 で生 菌数 がN。で ある再 汚染 が発 生 した と し、 さ らに24時 間が

経過 した とき の残存 菌 数 を推定 した 。まず 、各 消毒 剤 を0,7mg/幡 加 して か ら一 定

時 間経過 した後 の残 留 消毒 剤濃 度 を図6,20,図6,21,図6.22,図6,23の よ う に計算

す る 。っ いで 上で作 成 した 瓦60月 の不活 化 モデ ル に よ り、そ の残 留消 毒 剤濃 度 に よ

って 、24時 間 で不活 化 で き る且`01傲 を求 めた 。 この過程 で も し消毒 剤 が 消費 すれ

ば 、そ の時 点 か ら、 ㈹,(4)式 で表 され る 回復 と再 増殖 が始 ま るもの と した 。計算

結 果 を図6.31に 示 す 。た とえば 、オ ゾ ンを0,7mg/2添 加 して1時 間経 過 して か ら再

汚 染が お きた 場合 、す で に 消毒 力は ない ので 、さ らに24時 間 経 過後 に は 、0,1%デ オ

キ シ コ ール 酸Na含 有TLY寒 天培 地 の測 定値 で表 され る生 菌数,お よ びTLY寒 天培 地 の

測 定値 で表 され る全体 の菌数 が と もに増 大 し、初 期 値 よ りも大 き な値 とな る こと を

示 して いる 。塩 素 は 、計算 時間(消 毒剤 を添 加 して か ら400時 間)の 範 囲 内で はな

お 残 留 して い るので 、且collは 不活化 され続 け 、回復 と再 増殖 は起 こ らな い 。同様

にク ロ ラ ミン も残 留 して お り、不 活化 のみが 進行 す る 。24時 間経過 後 は 不活 化 は十
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図6,31再 汚染且oo11に 対す る残留効果 の推定

分進行 しているので 、図6,31に は残存菌数 を表す曲線は表れていない。ただ しクロ

ラミンの場合 、瞬時の不活化は期待できないことはすでに指摘 した通 りである。

図6.31の 特徴は 、残存菌数を示す曲線が、横軸に垂直な直線に近いことであ り、

これは、消毒剤が少 しでも残留 して いれば、回復 と再増殖はおきえないことを示 し

ている。これ はとりもなお さず 、消毒剤 にとってその残留性がいかに重要であるか

を再確認 させ るものといえる。結局回復 と再増殖が始まりうる時間は 、各消毒剤の

残留時間に依存することにな り、塩素 とクロラミンの信頼性が高い。一方二酸化塩

素にっいては、残留性はあるものの、残留時間は塩素よりも短い。

回復と再増殖 に関する以上の解析では、各消毒剤の残留特性 と、回復,再 増殖の

発生,規 模 との関係はいかに見積もれるか 、について検討した。その結果 、消毒剤

が少 しで も残留すれば回復 と再増殖 はおきえない ことを指摘 した。結局、大腸菌フ

ァージの不活化特性で得 られた結果に対 し、消毒剤の残留性の重要性を改めて確認

する結果 となった 。

3.4染 色体異常誘発性の計算結果

消毒処理水の安全性 には 、以上述べた微生物的安全性の他に消毒副生成物による

安全性を加味 しなけれ ばな らない。上と同様に水中に各消毒剤 を0・5,0・7,1・Omg/

6注入 した場合 を想定 し、生起する染色体異常誘発性を経時的に求めた ・結果を図
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図6.34二 酸 化 塩 素処 理 に よ る染 色体 異 常 誘発 性 の 生成
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6.32,図6.33,図6.34に 示 す 。単位 は 濃縮湖 水 中で の染色体 異 常誘発 性 を 表す 〔交

換 型異 常検 出数/50細 胞〕をその ま ま用 いてお り、また コ ン トロール の4 ,5/50細 胞 を

差 し引い た 、染色 体 異常 誘 発性 の生 起量 と して 表示 した 。ク ロラ ミン を除 く各消 毒

剤 ともに 、水 中で の 消費 に 伴 い染色体 異 常誘 発性 が 生成す る。な おオ ゾ ン処理 水 の

染色体 異常 誘発 性 を示 した 図6.33の 縦軸 のス ケ ール は 、図6,32,図6,34の1/100で

表 して い る 。

3.5モ デルを用いた消毒処理水の安全性の検討

これまでの結果か ら、再汚染大腸菌ファージに対す る消毒処理水の不活化力 と、

処理水の染色体異常誘発性を経時的に整理してみ る。消毒剤注入後1時 間後,10時

間後,100時 間後を例に とってまとめたものを表6.7に 示す。消毒処理水の微生物的

安全性が確保されているかは、再汚染大腸菌フ ァージに対 し、これを短時間で不活

化できるか どうかで評価す る。このため表6.7で は、再汚染が発生してか ら10分 後

の大腸菌 ファージの残存率が示 して ある。また 、染色体異常誘発性は 、消毒処理水

の副生成物に対する安全度 を表す ものである。

注入1時 間後では、まず塩素処理水 と二酸化塩素処理水 とは、残留して しかも不

活化 力が大 きいため再汚染大腸菌ファージを十分不活化できる。クロラミン処理水

は、不活化効果は十分ではない。クロラミンは残留 しているので、不活化効果が十

分でない理 由は、その不活化力が小さいためである。またオゾンはすでに残留 しな

いので 、オ ゾン処理水 の不活化効果が全 くな くなっている。ク ロラミンにも不活化

力はあるが 、残存大腸菌フ ァージが塩素処理水,二 酸化塩素処理水のよ うな低 いレ

ベルに達するには何時間も要す ることにな り、消毒処理水の微生物的安全性 を確保

するという点か らは好 ましくない。すなわち 、クロラミン処理水は、消毒処理水 と

しては適 さないと判断 しうる。また、染色体異常誘発性を比較すると、塩素処理水

が二酸化塩素処理水よ りもやや強 く、オゾン処理水はそれ らよ りもはるかに弱い。

以上の結果 、注入1時 間後では、消毒処理水 としては、二酸化塩素処理水が塩素処

理水 よ りもやや適 し、クロラミン処理水 とオゾン処理水は適 さないと判断できる。

注入10時 間後では、塩素処理水 と二酸化塩素処理水 は、十分な不活化効果がある

ものの 、染色体異常誘発性を比較すると二酸化塩素処理水は塩素処理水の1/2程

度で あり、二酸化塩素処理水の方がよ り好 ましいといえる。クロラミン処理水 とオ
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表6.7消 毒処理水の微生物的安全性と副生成物による安全性の時間的変化

1時 間後

再汚染大腸菌ファージ

に対する不活化力

(再汚染10分 後の残存率)

染色体異常誘発性

(交換型異常数

/50細 胞)

消毒処理

水 として

の適否零

塩素 <10-4 0.25 △

二酸化塩素

クロラミン

オゾン

〈10-4

0.49

1.0

0.2

0

0,017

○

×

×

10時 間後

再汚染大腸菌ファージ

に対する不活化力

(再汚染10分 後の残存率)

染色体異常誘発性

(交換型異常数

/50細 胞)

消毒処理

水 として

の適否零

塩素 <10-4 0.90 △

二酸化塩素

クロラミン

オゾン

<10-4

0.58

1.0

0.46

0

0,017

○

×

×

100時 間後

再汚染大腸菌ファージ

に対する不活化力

(再汚染10分 後の残存率)

染色体異常誘発性

(交換型異常数

/50細 胞}

消毒処理

水 として

の適否*

塩素 <10-4 4.0 △

二酸化塩素

クロラミン

オゾン

1.0

0.58

1.0

0.82

0

0,017

×

×

×

*○ 適する

△やや適する

×適さない
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ゾン処理水 は、消毒処理水 としては適さない。

注入100時 間後では、塩素は依然残留 し不活化効果 を発揮す る一方 、図6.22に 示

したように二酸化塩素は消費す る結果 、二酸化塩素処理水 の不活化効果はな くなる。

染色体異常誘発性 をみる と、二酸化塩素処理水は塩素処理水の約1/5と 小さいも

のの 、微生物 に対す る防御効果がない以上 、消毒処理水 としては適 さないことにな

る。

以上 、消毒処理水 のもつ微生物的安全度 と、副生成物に対す る安全度を、経時的

に例示 した 。その結果 、まずクロラミンとオゾンは、微生物的安全性 を十分確保で

きないことか ら、消毒剤 としては適さないと判断できた。そ して塩素 と二酸化塩素

にっ いては、二酸化塩素が残留している領域では二酸化塩素処理水の方がよ り好 ま

しい処理水 といえる。しか し、二酸化塩素の残留性が十分確保されないな らば塩素

を使わざるをえない ことになる。ここでは塩素と二酸化塩素との違いを明確にす る

ため注入量0,7mg/2の 場合 を例示 したが、図6.22に 示 したように二酸化塩素 も残留

する性質その ものはあるので、残留性が確保されるような注入コン トロールは可能

であろう。結局、残留性が確保 されるように処理が行われれば、二酸化塩素は優れ

た消毒剤であるとい う前節の結論を支持する結果 となった。

第4節 消毒処理水の安全性に関する総合的考察

第1章 第1節 で述べたように、本研究では 、消毒処理水の安全性を、①消毒副生

成物による有害性 、②消毒剤の微生物に対する不活化力、③消毒剤そのものの残留

性 、の3っ の特性によって評価 している。① 消毒副生成物による有害性は、哺乳動

物の培養細胞を用いた染色体異常試験によって検 討した。②消毒剤の微生物に対す

る不活化力は 、大腸菌フ ァージの不活化実験 によって検討 した。実験は琵琶湖水 中

有機物が存在す る条件下で行った 。③ 消毒剤そのものの残留性は、琵琶湖水中有機

物の存在する水 中で調べた。これ らの実験結果 をまとめたものが表6,1で あった 。

また 、消毒剤の不活化力 と残留性の重要性について考察するためモデルを用いて検

討 し、表6,7を 得ている。そ こで本節では 、消毒剤の特性を検討 した既往の研究を

参照 し、本研究結果 と比較することによ り、本研 究で明らかになった点 を指摘 し、

また本研究結果の限界や今後の課題点を提示する。
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表6.8消 毒方法 の評価例5》

消毒効果 副生成物 変異原性 コスト

塩素

二酸化塩素

クロラミン

オゾン

3441

2323

4232

1114

1:最 も優れ ている 、4:最 も劣 って いる

表6.9消 毒方法の評価例(文 献6}を 整理 したもの)

消毒効果 副生成物 残留性 臭味 コス ト 操作性

塩素
二酸化塩素

オゾン

3

2

1

31

22

13

3

2

1

1

2

3

1

2

3

1:最 も優れて いる 、3:最 も劣ってい る

消毒剤の特性の検 討例を表6,85},表6,96,に 示す。表6,8は 、米国EPAのLykinsら

がミシシッピ川の水を対象として行 った研究結果をまとめたものであり、表6.9は 、

既往 の研究成果をもとに金子が まとめたもので ある。

まず 、消毒効果にっ いては、表6.8,表6,9と もに、オゾンの効果が最大で 、っい

で二酸化塩素,塩 素の順で 、クロラミンの効果が最も小さい評価 となっている。な

お 、表6,8の 中の消毒効果は、第4章 に示 した表4.8を もとに評価された ものである。

本研究 において、琵琶湖水 中有機物が共存す る条件下で大腸菌ファージの不活化実

験を行った結果では 、表6,1に 示 したように、二酸化塩素の不活化効果が最大で 、

っいで塩素,オ ゾンの順で、クロラミンの効果が最も小さい結果 とな った。従来の

結果 と比較する と、オゾンの不活化効果が大きく低下し、塩素よりも小 さくなった

点が特徴であった。この理由としては、第4章 で従来 の研究結果 とあわせて考察 し

たよ うに、有機物 との反応性に富むオゾンが水中で消費された結果 、不活化効果が

大き く低下 した ことが考え られた。

本研究で得 られた結果,お よび表6,8,表6,9に 示 された結果に共通 して いるのは、

オゾン以外の3種 の消毒剤の不活化力を比較 した場合 、その強 さは、二酸化塩素,

塩素,ク ラロミンの順 となる点である。
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表6,10消 毒処理水の健康影響に関する予備的検討結果5}

処理 変異原性DNA鎖 切断

〔変異数/ε〕 〔切 断数/細 胞 ・2〕

原水 142±1844,5±0,2

塩素 4185±181680.9±5.0

オゾン+塩 素 2152± τ8311,3±7●0

ク ロラミン 1420±31201,8±3,0

オゾン+ク ロラミン 972±3676,0±4,0

っぎに、処理水の変異原性について表6.8で は 、塩素処理水の変異原性が最 も強

く、ついでクロラミン処理水,二 酸化塩素処理水の順で、オゾン処理水の変異原性

が最 も弱 いという評価 になっている。これは表6,10に 示した結果5}な どをもとに整

理されたものであるが 、第3章 第1節 で既往の研究を示した表3.1の 中の代表的結

果と一致 している。 ここで、Lykinsら のAmes試 験に対する試料の作製方法は、消毒

処理水をXAD-2,XAD-8に 通水 し、吸着物質 をアセ トンで抽出してこれを蒸発濃縮す

る方法が採 られているη。 したがって 、やは り副生成物のうち親水性の物質は樹脂

に吸着 しにくいであろうし、揮発性物質も最終的に試料中にはいってこないという

問題点が ある。消毒処理水 をXAD-2,XAD-8に 通水 した段階での 、TOCで みた捕捉率

は、約40%で あったと報告 されているものの 、脱離率やその後の蒸発濃縮等を含め

た全操作の回収率は不明であり、かな り低 いと考え られる。これに対 し本研究では、

まず変異原性試験 として哺乳動物の培養細胞を用いた染色体異常試験を行っている

ことを特徴 とす る。また 、消毒処理に先立 って濃縮操作を行い、消毒処理水 をその

まま染色体異常試験の試料 とし、副生成物全体の染色体異常誘発性を調べたの も特

徴である。その結果 、染色体異常誘発性の強さは、塩素処理水,二 酸化塩素処理水,

オゾン処理水,ク ロラミン処理水の順であった。この結果を従来の結果 と比較 した

場合 、先 に述べた試料調製方法における問題点があるために確かな ことは指摘 しに

くいが 、二酸化塩素処理水 とオゾン処理水の染色体異常誘発性が相対的に強い結果

となっているのが特徴 といえるようである。その理由としては、消毒処理の対象水

が異なるため,あ るいは、Ames試 験ではな く哺乳動物 の培養細胞を用いた染色体異

常試験による結果であるためな どの可能性も否定できないが ・最 も大きなものとし

ては、変異原性試験のための試料の作製方法の違 いによると考えられ る・すな
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わち 、二酸化塩素処理水 とオゾン処理水の染色体異常誘発性が相対的に高かったの

は、従来の 、消毒処理後 に濃縮する方法では回収できなか った 、親水性 の副生成物

をも染色体異常試験の対象物質 に含める ことができたためと推察できる。しか し本

実験の方法では、消毒処理の対象物質が、自然水中物質のうちXAD-2樹 脂に吸着 し

かっ ジエチルエーテルで抽 出可能で ある疎水性の物質 に限 られてお り、新たな問題

点 ともなる。

本研究結果 と既往 の研究でよくみ られる結果 を比較すると、変異原性試験 に用い

た生物材料の違 い,試 料作製方法の違いがあるが 、共通 している点は、塩素処理水

の変異原性が最 も強 く、他 の3種 の変異原性は塩素処理水 よ りも弱い ことである。

また、二酸化塩素処理水 とオゾン処理水 とを比較すると、変異原性はオゾン処理水

の方が弱いという点も共通 している。

本研究で は、消毒処理水 の有害性 を測定するために、総括的水質指標 として の変

異原性試験 を採用 している。これに対 し、消毒処理水 中の有害性が推定 され る主要

な副生成物 を分析す ることによって、処理水の有害性 を推定 しようとするアプロー

チがある。消毒処理水 中の副生成物 については、分析技術の高度化 とともにさまざ

まな有害副生成物が同定されてきて いる8)9,1ω1P。 これ らの副生成物のうち 、ど

れが有害性が強 く消毒処理水の有害性を表す指標 として適切で あるか を常にチ ェッ

クす る必要がある。そ こでは副生成物 と変異原性 との相関関係,変 異原性の強 さな

どを試験す る必要があ り、変異原性試験に大き く依存することになる。また こうし

て着 目すべ き副生成物が指摘された場合 、消毒処理水 の変異原性試験において は、

該 当す る副生成物が試料水に確実 に含 まれるような試料作製方法 を採用する必要が

ある。このように、消毒処理水の有害性を、変異原性試験 によって測定する方法 と

副生成物の分析によって推定する方法とは、相互 に補完 しあう性格の ものであると

考 える。

異なる消毒剤で処理 した処理水の有害性を比較する 目的において も、変異原性試

験 の他に、ある副生成物を測定 しその生成量の多少か ら有害性を比較す る手法が採

られ 、指標物質 としては トリハ ロメタンや全有機ハ ロゲン化合物が多用されてきた。

表6.8で 副生成物生成量 を比較 しているの もその例である。また4種 の消毒剤す べ

ての比較 には至 らないが 、最近では、アルデ ヒド類12}'3}や 含窒素化合物14}に も

着目され るようになってきた。しかし、4種 の消毒処理水の有害性を比較す るため

の適切な指標物質が確立されて いるわけではな く、検討 した例もない。本研究で
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は、4種 の消毒処理水の有害性 を比較するためにはいかなる物質に着 目すべきかに

っいていくっかの検討を行 っている。まず 、第3章 で は、消毒処理水の染色体異常

誘発性を調べ るとともに 、処理水中の2,3の 副生成物を測定 し、消毒処理水 の染

色体異常誘発性 に対する寄与について考察 した。ここに結果を再整理す ると、

①消毒処理によって生成 したクロロホルムとC。～C、直鎖低分子 アルデ ヒ ドは 、いず

れも、処理水の染色体異常誘発性にはほとん ど寄与 しない。

②特 に、pHを 変化 させて塩素処理 を行 った結果 、塩素処理水の染色体異常誘発性 と

クロロホルム生成量 とは逆傾向を示 し、他 の有機塩素化合物 または他の酸化生成物

の寄与が示唆された。

それでは染色体 異常を誘発する副生成物 として何 に注 目すればよいか 。この問題に

対す るアプローチのひとつ としては 、染色体異常誘発性の原因を個々の化合物 に求

めるのではな く、官能基 を中心 とする原子団 に注 目し、検討す る方法があろう。こ

の検討の結果は付録 として掲載 している。付録では、まず 、既存の染色体異常試験

データを解析す ることによ り、化合物中にニ トロ基 とカルポニル基が含 まれれば染

色体異常誘発性 に寄与する可能性が高いことを指摘 している。ついで 、各消毒処理

によってニ トロ基,カ ルボニル基がいかに生成す るかを調べ 、処理水の染色体異常

誘発性 との関係にっいて実験的に検討して以下の結論 を得ている。

①消毒処理水の染色体異常誘発性に対するカルポニル化合物の役割は重要で ある。

その主たる理 由は 、(a)含有カルポニル基量が多いほど染色体異常誘発性も強いこ

と,(b》カルポニル基の選択的還元処理によって処理水の染色体異常誘発性が大 き

く低下 した こと、である 。先に第3章 の実験結果をまとめて 、C。～C3直鎖低分子

アルデ ヒ ドの寄与はほとんどない ことを述べた。例 えば、オゾン処理水において

は、これ ら低分子アルデ ヒドの生成量はアルデ ヒ ド基炭素量で5㎎/似 下(図3,

15)で あ り、その染色体異常誘発性 に対す る寄与はほとんどないと第3章 では推

定 した。しかし、カルポニル基全体では210㎎/1も 生成(付 図3,オ ゾン消費量

6000mg-0、/ほ での範囲)し ているのであ り、カルポニル化合物全体が染色体異

常誘発性 に寄与 している と推定できた ものである。他の消毒処理水にっいて も同

様である。

②染色体異常誘発性に対するニ トロ化合物の寄与は小さいと推定される。

③塩素処理水の染色体異常誘発性 については、カルポニル化合物の寄与 の他 、処理

水 中の有機塩素化合物 の種類が大き く影響す る。

-137一



すなわち、オゾン処理水,二 酸化塩素処理水,ク ロラミン処理水 の3種 につ いては、

その染色体異常誘発性にカルポニル化合物が大 きく寄与 していると考 え られ 、カル

ポニル化合物がこれ らの処理水の有害性 を比較する大 まかな指標 にな りうることを

指摘 している。また、塩素処理水の染色体異常誘発性 は、含有カルボニル基量か ら

推定 される他 の3種 の処理水の7倍 ～10倍 の強 さであ り、これには有機塩素化合物

が寄与 している ことを指摘 している。この うち、二酸化塩素処理水,ク ロラミン処

理水 について 、カルポニル化合物がその有害性の指標 にな りうることを指摘 してい

ることは 、これ ら処理水の染色体異常誘発性に対す る有機塩素化合物の寄与が小さ

いことをも意味する。すなわち、有害性 の指標 として トリハロメタンや全有機ハロ

ゲ ン化合物だけを測定 した場合 、二酸化塩素処理水,ク ロラミン処理水の有害性を

過小評価す る可能性が ある。付録の実験結果か らは、

二酸化塩素,ク ロラミン,オ ゾン…カルポニル基生成量

塩素 …カルポニル基生成量 ×7～10

を指標 とすれば、消毒処理水の有害性の大 まかな比較が可能になる ことがわかった。

さ らに、このような消毒処理水の変異原性に対す る副生成物の寄与 に関す る検討

は、消毒処理水の変異原性試験にお ける試料調製方法に対 して も有益な情報 を与 え

るものと思われる。消毒処理水の変異原性試験 を行 う上で 、その試料調製方法には

大きな課題が残されていることを述べた。しか し、従来の研究で用 いられて きた、

自然水 を消毒処理 した後に濃縮する方法,あ るいは本研究で用 いた、自然水 を濃縮

した後 に消毒処理す る方法 、ともに、水 中物質 を平等 に濃縮できなければ問題点は

残 り続 けることになる。しか し、ホルムアルデ ヒ ドのような親水性低分子物質か ら

フミン質に至る広範な物質 を変異原性試験に適 した形で濃縮す ることは極めて困難

であろう。この問題 を解決するには、やは り消毒処理水の変異原性 に対する副生成

物の寄与に目を向けることが必要であろう。Meierら15}は 、試薬フミン酸を用いた

実験 によ り、塩素処理水の変異原活性の80%以 上は不揮発性成分であったと報告 し

ている。この例のように最近 、塩素処理水中の変異原活性の多 くは不揮発性画分 に

存在する ことが認識されつつある8)。 塩素処理水中の強力な変異原物質であるMX(

3一クロロー4一ジクロロメチルー5一ヒ ドロキシー2(5H}一フラノン)も 、不揮発性成分 を

高速液体クロマ トグラフ分析 しつつ変異原活性 の存在する画分をみつける実験1ω

によって発見されたものである。一方 、本研究で は付録において、染色体異常誘

発性 に対す る消毒副生成物の寄与 に関して検討を行い 、先述の結論 を得ている。本
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研究は この後 、実際の上水処理システムの中での消毒のあり方 に関する研究 に入る

べきもので あり、そ こでは 、消毒処理水→濃縮→染色体異常試験 、という手順 を踏

むことになる。この とき重要なのは濃縮操作であるが、本研究結果 によれば 、まず

カルポニル化合物の濃縮 に重点 をお く必要が あることにな る。

っぎに、表6,9を みると残留性の点では 、塩素が最 も優れてお り、二酸化塩素は

塩素よ りも劣 っているという評価であるが 、これは本章第1節 の実験結果 と一致 し

ている。また明 らかな ことではあるが、オゾンの残留性がない点も一致 している。

また本章第1節 で 、クロラミンと塩素の残留性 を調べた佐藤の実験のを引用 して本

研究の実験結果 と比較したが、いずれ もクラロミンの方が残留性の点では優れてい

るといえた。ただ し、本研究における結果,お よび既往の研究は、ともに実験条件

上の課題を残 している。本研究では、残留性実験は細口共栓試薬瓶を用いて行い 、

静置中栓は しているものの、完全に気層 をな くしての実験ではない。消毒剤の種類

によって揮発性が異なるため、残留性を厳密に評価 しようとすれば、浄水場内のよ

うな気層のある場,給 水系統のよ うな気層のない場な ど、各消毒処理水 の存在する

場を想定 した検討が必要で あろう。本研究,お よび既往の研究で採 られた実験方法

の範囲内ではあるが、残留性の点で最も優れているのはクロラミンであ り、っいで

塩素,二 酸化塩素の順であるといえる。またオゾンの残留性はないといえる。

以上、消毒剤の不活化効果,消 毒処理水の有害性,消 毒剤の残留性 、の3点 にっ

いて 、本研究 と表6,8,表6.9に 示された結果 とを比較 し、本研究の特徴や不明確な

点,方 法論上の問題点,今 後の課題点などを指摘 した 。ここで本研究の結果,お よ

び表6.8,表6,9に 示 された結果等をまとめて 、消毒処理水の安全性を塩素処理水 と

比較すると、定性的に以下の点 を指摘 しうる。

1)二 酸化塩素

不活化力が塩素よ りも大 きく、しか も処理水の変異原性が塩素処理水よ りも弱 い

点で 、塩素よ りも優れた消毒剤であるといえる。しか し、残留性 は塩素よ りも劣 り、

残留濃度 に注意する必要がある。二酸化塩素そ のものに残留性はあるので、残留性

を確保 しっっ使用す るな らば、処理水の微生物的安全性を十分確保 しっっ 、副生成

物による有害性が低い飲料水 を供給す ることが可能である。

2)ク ロラミン

処理水 の変異原性が塩素処理水 よ りも弱い点,お よび残留性が塩素よ りも優れて

いる点が長所である。しか し、不活化力は他の3種 の消毒剤 と比較 して著 しく劣る
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点が短所である。

3)オ ゾン

処 理水の変異原性が塩素処理水よ りも弱い点で好ま しいが 、残留性 がなく、単独

での使用は適切ではない。

本研究ではさらに、消毒処理水の微生物的安全性に対す る不活化力 と残留性 の役

割 についての定量的評価 を可能にするため、消毒処理における反応のモデル化 を行

って 、考察をすす めた。結果として表6,7を 得ている。この検 討によって 、クロラ

ミン処理水にっいては、残留性には優れているが不活化力が弱い点で 、またオゾン

処理水にっいては、残留性がない点で、それぞれ消毒処理水 としては適 さないと判

断できた。また 、塩素 と二酸化塩素を比較す ると、二酸化塩素が残留す る領域では

二酸化塩素処理水 の方がよ り好 ましい処理水 といえるが 、二酸化塩素の残留性が十

分確保されないな らば塩素を使わ ざるをえない ことを指摘 した。結局 、残留性が確

保 されるよ うに処理が行われれば、二酸化塩素は優れた消毒剤である という、実験

結果か ら得 られた結論を支持した。

米国では 、主 として トリハロメタン生成 を抑制するために、塩素か ら他の消毒剤

に変更 した事業体がい くっかある。米国水道協会研究基金 の調査では 、塩素か ら他

の消毒剤 に変更 した事業体のうち、τ2%はク ロラミン,13%は 二酸化塩素,8%は オゾ

ン,7%は 過マンガン酸カ リウムを採用したと報告 している5}。 クロラミンの採用率

が高いのは、手軽に トリハ ロメタン生成抑制ができるか らであるが 、浄水場内での

不活化効果のモニタリング,給 配水系統での微生物数のモニタ リングが重要 となろ

う。米国EPAも 、クロラミンは浄水中の一般細菌数が少ない良好な水質の ときに使

用が可能であろうが 、数年経過す ると給配水系統での細菌数の増加が懸念 され ると

している1η 。一方 、塩素から二酸化塩素に一時的に消毒剤を変更 し、給配水中の

細菌数を調べたLouisvilleWaterCo皿panyの 例17》がある。ここでは通常は塩素に

よる消毒を行 っているが、10日 間だけ二酸化塩素に変更し、給配水 中の細菌数の変

化 を調べた 。その結果 、標準平板で集落 を形成す る菌の1醜 中の平均個 数は、二酸

化塩素による消毒の前,中,後 それぞれ約83,65,87で あり、二酸化塩素処理期間

中細菌数が僅か に減少 したことを示 していた。二酸化塩素の場合 、残留性は塩素よ

りも劣るが残留すれば塩素 よりも大 きな不活化効果が発揮 され る点が特徴であるの

で 、二酸化塩素 を使用 した場合 には 、残留濃度 のモニ タリングを確実 に実行する必

要がある と考えられる。
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二酸化塩素 を使用す る場合に留意すべ きもうひとっの点 は、無機副生成物 による

毒性である。本研究では、亜塩素酸イオン(C20、 一)に よる毒性を定性的に指摘す

るに とどまっているが 、二酸化塩素処理水の有害性評価には、変異原性 の他 にこの

無機副生成物 による毒性を含める必要がある。米国EPAで は 、ClO、一,C20ゴ,C¢0、

の残留量の合計 を0,5mg/2以 下に制限する ことを提唱 している17,こ とを受けて 、小

沢ら18)は 、二酸化塩素処理の対象水の条件にっいて検討を行っている。その結果 、

二酸化塩素は 、TOCが1mg/1以 下の原水 に対 して前塩素の代替 として使用できる 可

能性があること,TOCが1mg/2を 越える原水 に対 しては凝集沈殿処理によりTOCを1

mg/似 下に削減 した後 、中間塩素処理の代替 として、またはろ過処理後に後塩素処

理の代替 として使用できる可能性が高いと結論 している。このように、二酸化塩素

を採用す る場合には、二酸化塩素の注入量,ま たは処理の対象水が制約を受ける可

能性があ り、対象水 ごとに調査を行い、無機副生成物 による毒性が顕在化 しないよ

う注意する必要がある。

第5節 結 語

本章では 、まず消毒剤の残留性 に関する実験 を行った後 、本研究で得 られた実験

結果を総合 し、消毒処理水の安全性に関 して考察 した。

二酸化塩素 は、不活化力が塩素よりも大きく、しか も処理水の染色体異常誘発性

が塩素処理水 よりも弱い点で、消毒剤 としての優れた特性を備えている。したがっ

て、残留性 を確保 しつつ使用するな らば、処理水の微生物的安全性を十分確保 しっ

つ 、副生成物 による有害性が低い飲料水 を供給す ることが可能であり、二酸化塩素

は優れた消毒剤であることを指摘 した。第3節 では、消毒剤の不活化力と残留性 と

の関係を補うもの として消毒過程における反応をモデル化 して考察 を行 った。その

結果 、残留性が確保 されるように処理が行われれば、二酸化塩素は優れた消毒剤で

ある という、実験結果か ら得 られた結論 を支持 した 。

また、二酸化塩素 を使用 した場合 、残留性 は塩素よ りも劣る と推察 されたものの、

残留 していれ ば塩素よ りも大きな不活化効果が発揮される点が特徴で あるので 、残

留濃度のモニタリングを確実に実行する必要がある点を指摘 した。
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第7章 結 論

本研究 は、塩素消毒の再考が求め られている飲料水 の消毒問題 をとりあげ、塩素

とその代替消毒剤の特性を、消毒処理水 の安全性の面か ら比較 した ものである。消

毒処理水 の安全性 としては、副生成物による有害性 と、微生物的な安全性の両面 を

とりあげた。さ らに、微生物的な安全性が達成 されるための消毒剤の特性 として 、

消毒剤の微生物に対す る不活化力 と消毒剤そのものの残留性の2っ を とりあげた 。

すなわち本研究は、消毒処理水 の安全性 を以下の3っ の特性 、①消毒副生成物 によ

る有害性,② 消毒剤の微生物に対す る不活化力,③ 消毒剤そのものの残留性 、によ

って評価す ることにより、塩素 とその代替消毒剤の特性を比較し、塩素よ りも優れ

た単一の消毒剤があ りうるかにっいて検討す ることを目的 とした。検討 した消毒剤

は 、塩素,二 酸化塩素,ク ロラミン,オ ゾンの4種 類である 。以下 、本研究の成果

を要約す る。

本研究では 、消毒処理水の有害性は 、その変異原性によって調べた 。変異原性試

験として.哺 乳動物の培養細胞を用いた染色体異常試験を行 い、細胞 としてはチャ

イニ ーズ ・ハムスター肺細胞(CHL)を 使用 した 。第3章 で行 う染色体異常試験

に先立ち、第2章 では 、試験結果を客観的に定量化す るために、画像解析を導入 し

た。

特徴は、筆者の検鏡に依存していない点で、あ らか じめ専門家が正常 ・異常 の判

断をした染色体異常ア トラスを解析対象 として識別方法を構築した 。その結果 、開

発 した識別方法の信頼度 を高い客観性を有 しつっ定量化する ことができた。染色体

の形状解析のためにとりあげたパ ラメータは、周 囲長,包 絡周囲長,幅,絶 対最大

長,面 積,穴 の有無である。染色体の1本1本 についてこれ らのパ ラメータを測定

し、それ らを組み合わせ ることによって染色体形状 を特徴づ け、異常染色体を識別

す ることを試みた。その結果、交換型異常染色体 に対 しては 、91,甥 という識別率

が得 られ 、実際標本の画像解析に本識別方法 を適用しうる ものと判断された。

また 、実際に標準試料 を投与 したCHL細 胞の染色体 を画像解析 した結果 、MNNG,

ホルムアルデヒ ド,ア セ トアルデヒ ド,プ ロピオンアルデ ヒ ドにっ いて 、交換型異

常染色体検 出数の投与濃度に対す る濃度依存性が示 され、染色体異常誘発性が陽性
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と判定 した。一方 、クロロホルム,ブ チルアルデヒ ドにっいては、染色体異常誘発

性は陰性 と判定 した 。

第3章 では、濃縮 した琵琶湖水を4種 の消毒剤を用 いて処理し、その処理水の染

色体異常誘発性にっいて比較検討 した。結果 を要約す ると、

①塩素処理水は低塩素消費域か ら染色体異常誘発性を有意 に認 め、4種 のうちでは

最も強かった。

②二酸化塩素処理水 については、染色体異常誘発性は塩素処理水よ りも弱 く、最大

でも塩素処理水の1/2程 度であった。しかし、亜塩素酸イオン(C20、 　)が 蓄積

する結果細胞毒性が認め られ 、無機副生成物 の監視は怠れないと考 えられた。

③ クロラミン処理水 は、本実験 における琵琶湖水の濃縮倍率,ク ロラミン消費量の

範囲では染色体異常誘発性 は認め られなかった。

④オゾン処理水は 、低消費量範囲では染色体 異常誘発性は認め られないが、高消費

量範囲では塩素処理水を上回る点が特徴であ り、消毒ではな く他の用途 にオゾンを

高注入率で使用するとき注意が必要である と考え られた。

すなわち消毒処理水の染色体異常誘発性は 、通常の消毒処理の範囲では、塩素処

理水が最 も強 く、っ いで二酸化塩素処理水,オ ゾン処理水の順であり、クロラミン

処理水の染色体 異常誘発性が最も弱いといえた。

⑤副生成物 としてクロロホルム とC。～C、の直鎖低分子 アルデヒ ドを測定 し、各消毒

処理水の染色体 異常誘発性 との関係について検討 した ところ、これ らの副生成物 は

いずれ も、消毒処理水 の染色体異常誘発性にはほとん ど寄与 していないことが明ら

かとなった。

⑥特にpHを 変化 させて塩素処理を行った結果 、塩素処理水の染色体異常誘発性 とク

ロロホルム生成量 とは逆傾向を示 した。しか し塩素によって有機物が酸化 された量

と染色体異常誘発性 とは対応 していたことか ら、他の有機塩素化合物 または他の酸

化生成物 の寄与が示唆 された。

なお 、染色体異常誘発性に対する消毒副生成物の寄与に関する詳 しい検討は付録

に掲載 した 。
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第4章 では 、ウイルス汚染の指標 として大腸菌フ ァージをとりあげ、各消毒剤 の

不活化力と不活化特性 を実験的 に検討 した。まず第1節 では 、実験に使用 した大腸

菌ファージが腸管系ウイルスと同 じ種類 に群別できることを示 した。第2節 の実験

結果か ら、各消毒剤の特性 を塩素 と比較すると、

①二酸化塩素にっいては、(a》全pH範 囲において塩素よ り不活化力が大 きい,㈲ 有機

物共存下 においても塩素よ り不活化力が大きい,(c}ア ンモニア性窒素 と反応 しない、

という利点がある一方 、有機物 とよりよく反応す るので、対象水の二酸化塩素要求

量をよ く把握 して注入量をコン トロールする ことが必要であると考え られた 。

② クロラミンについては、(a}有機物 との反応性が低 いので消毒剤消費量が少な く、

注入量のコントロールがしやすい,㈲ アンモニア性窒素と反応 しない、という利点

がある一方 、不活化力が小さいので短時間での不活化効果は期待できない欠点が あ

った。

③オゾンにっいては、アンモニア性窒素の影響が僅かであるという利点がある一方 、

有機物 とよ りよく反応す るので 、不活化効果が塩素よ りも低下す る場合があるとい

う欠点があった 。

琵琶湖水中有機物共存下での不活化実験 によれば 、消毒力ひいては酸化力が強い

ものほど有機物 ともよ く反応 し、その結果 、大腸菌ファージの不活化効果が緩衝液

中に比べて大き く低下する傾向にあった 。この結果 、有機物共存下での大腸菌フ ァ

ージの不活化効果 は、二酸化塩素が最 も強 く、つ いで塩素,オ ゾン,ク ロラミンの

順 となった。

第5章 では、消毒処理過程において一旦 ダメージを受けた菌に着 目し、そ の挙動

を実験的に調べた。得 られた結果 を要約す ると、

①一旦塩素によってダメージを受 けた翫011が 、砂ろ過水 中で回復,再 増殖す るこ

とを示 し、給水過程で残留塩素がな くなれば、実際に回復 と再増殖がお きうること

を指摘 した。

②水中のSS濃 度が高まる と回復 と再増殖はよ り速やかにお こること,オ ゾン処理

水 、活性炭処理水 といった高度処理水 中でも回復 と再増殖はやは りおきうる ことを

示 した。
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③各消毒処理によって回復の可能性のある菌がいかに生成するかを調べた結果 、消

毒が不完全な場合 には、回復可能な菌の割合が増大す る可能性 があるものの、実際

処理の範囲では、回復可能菌のみが残存することは考 えに くい ことを示 した 。

第6章 では、まず消毒剤の残留性 に関する実験 を行 った後 、本研究で得 られた実

験結果 を総合 して消毒処理水の安全性に関 して考察 した。

琵琶湖水 中有機物が存在する水中で残留性 を調べたところ、残留性の点で最も優

れているのはクロラミンで あり、つ いで塩素が優れている。二酸化塩素は塩素よ り

は残留性に劣 ってお り、オ ゾンの残留性はないといえた。

っぎに本研究で得 られた結果 を総合 した ところ 、二酸化塩素は、不活化力が塩素

よ りも大き く、しかも処理水の染色体異常誘発性が塩素処理水よ りも弱い点で 、消

毒剤 としての優れた特性 を備えているといえた 。したがって 、残留性 を確保 しっっ

使用すれば 、処理水の微生物的安全性を十分確保 しつっ 、副生成物 による有害性が

低い飲料水を供給す ることが可能で あり、二酸化塩素が優れた消毒剤である ことを

指摘 した 。

また、消毒剤の不活化力 と残留性 との関係 を補うものとして、消毒過程における

反応 をモデル化 して考察 を行った。その結果 、実験結果か ら考察 した上記の結論を

支持した 。

二酸化塩素 を使用する場合に留意すべき こととして、二酸化塩素の場合 、残留性

は塩素よ りも劣ると推察 された ものの、残留 していれ ば大きな不活化効果が発揮 さ

れる点が特徴であるので 、二酸化塩素の残留濃度のモニタリングを強化する必要 が

ある点 を指摘 した。さ らに、すでに指摘され 、第3章 でもその毒性が確認された、

無機副生成物(C202-,C20、 一)の モニタリングも必要である。

本研究は、消毒処理水の安全性 を以下の3つ の特性 、①消毒副生成物の有害性 、

②消毒剤 の微生物 に対する不活化力 、③消毒剤そのものの残留性、によ って評価す

ることを 目的 とした ものであ り、上記結論 を得た ことによって一通 りの 目的 を達 し

た。しかし本研究で積み残された課題 も多 い。

本研究では 、上水に使用する単一の消毒剤 としては二酸化塩素が優れていること

を指摘 したが、消毒のあり方の検討は本来 、上水処理 システムの将来像 と対応させ

て行 う必要がある。それは 、上水処理の方法,規 模,地 域性,水 の用途な どによっ
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て 、適 した消毒のあ り方(消 毒剤の組合せ を含む)も 変わ って くると予想されるか

らである。そ こでは当然 、コス ト,臭 味,操 作性な ども検討の対象 となる。本研究

ではこれ らの点 を課題 としてと りあげるには至 らなか ったが 、実用に供するために

必要な課題である。

一方 、最大の課題 は、消毒処理水の微生物的な危険性と副生成物による有害性の

双方を同時に評価す る方法論を具体化す ることであると考える。本研究では、微生

物による危険性 と副生成物 による有害性とを別々 に考え、いわば同列 に扱って いる。

しか し、微生物による感染 というリスクと副生成物による発癌 という リスクとを同

列に扱うことは本来できないもの と考え られ る。例えばこれ らを死亡率などに換算

し足 し算することもひ とつの方法 と考えられよ う。精度の問題な ど種々の困難が容

易に予想できるが、この課題 は飲料水や環境水の リスクを 、我々をとりまく他の リ

スクとを比較して論ず ることを可能にする ことか ら、工学的な具体化が是非望まれ

る。
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付録 染色体異常誘発性に対する消毒副
生成物の寄与に関する考察

第1節 目 的

消毒処理水 の有害性を比較す るためには、本研究 の染色体異常試験 のようなバイ

オア ッセイを行 うことが最 も望 ましい。それは、種類のみな らず化学物質としての

特性 もが多様で ある副生成物に対 し、バイオアッセイ はそれ らの総括 的水質指標 と

みなせるか らである。それに対 し、消毒副生成物を分析する ことによって 、処理水

の有害性 を推定 しようとす る手法がある。しかし本研究のように、異なる消毒剤で

処理 した処理水 を対象 とす る場合 、ある消毒処理副生成物を分析 してその有害性 を

比較することは大変注意深 く行わなければな らない。それは、各消毒剤はそれぞれ

有機物 との反応性が少 しずつ異なるか らである。例 えば、二酸化塩素やクロラミン

を用いれば 、生成す る トリハロメタンやTOX(全 有機ハ ロゲン化合物)は 塩素の場合

よりも少な くなるが 、新たな生成物 によって新たな有害性が生起する可能性 を否定

できない。オゾン処理によっては トリハ ロメタンやTOXは 生成 しないが 、オゾン処

理水の染色体異常誘発性が塩素処理水を上回る場合があ りうることを第3章 で示 し

た。このような 、反応性の異なる消毒剤 によって処理 された消毒処理水 に対 し、副

生成物 を分析する ことによってその有害性 を比較す るためには 、いかなる物質 に着

目すれ ばよいのか。本研究付録では、このような観点から、消毒処理水の染色体異

常誘発性に対する副生成物の寄与に関 して検討を行 う。

ところで第3章 では 、消毒副生成物のうちクロロホルムとC。～C、の直鎖低分子ア

ルデヒ ドを測定 して.消 毒処理水の染色体異常誘発性 に対する寄与度 を検討 したが、

これ らの物質がほとん ど寄与していないことがわかった。そ こで ここでは、個 々の

化合物ではな く、官能基 を中心 とす る原子団に着 目して検討 していくことにす る。

実験的検 討に先立って 、第2節 では、今 までに報告 されている染色体異常試験デ ー

タを解析す ることによ り、いかなる分子構造が染色体 異常を誘発 しやす いかを調べ

る。ついで第3節 では 、この解析で指摘 された構造を有す る物質が、塩素 とそ の代

替消毒剤によっていかに生成するか を調べ 、染色体異常誘発性 との関係を実験的に

検 討する。
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第2節 分子構造と染色体異常誘発性との関係の解析

2.1解 析対 象デ ータ

国立衛 生試験所か ら報告 されている染色体異常試験データ1〕を中心 とする。この

デ ータは 、すべてチャイニーズ ・ハムスター肺細胞(CHL)を 用い 、同一の試験

手順によって実施された結果である。培養3日 目のCHL細 胞に各濃度 の検体 を加

え、24時 間後 または48時 間後に染色体標本 を作製,100個 の中期分裂像 を観察 して 、

異常染色体数 をその種類 ごとに計数 してある。種 々の異常 のうち、発癌物質は、交

換型異常 を多 く誘発する傾向にあるとされることか ら、検体の一定濃度 あた りの交

換型異常 をもっ細胞の出現頻度(TR値)を 試験結果の定量的比較方法のひとっ とし

て提示されている。そ こで本データか らっぎの値 を算出した。

E
TR=一(1}

D

ここに、Eは100個 の細胞中染色分体交換をもつ細胞数,Dは そのときの処理濃度

(mg/m¢)で ある。検体各濃度について この値を算出 し、そ の最大値をその化合物

のTR値 として採用 した 。ただし、本研究の試験条件 と同一 とす るため、検体 を添加

後24時 間後 に作製 した染色体標本のデータのみをと りあげ、また代謝活性化 したも

のも除外 した。付表1に 解析対象 とした化合物の諸元,付 表2にTR値 を示す 。付表

2に 併記 したD20値 及びTR(g}値 は 、直接法の24及 び48時 間処理,ま た代謝活性化条

件下のデータすべてを対象にした ときの値である。 ここにD20値 とは 、観察細胞 の

20%に 何 らかの異常がみ られる濃度(mg/mの を意味す る。解析には新たに計算 し

て求めたTR(cte}値 を使用 した。染色体異常試験デ ータのうち、無機物や分子式の

特定が困難な化合物は除外することにし、解析対象化合物数は465で あった。

2.2解 析方法の概要

対象化合物 の原子結合表 を作成 し、構成原子団及び構成原子 を2つ の方法で分類

した 。まず 、方法1の 分類は、官能基を念頭においたものであ り、対象化合物 を付

表3に 示す構成原子団に分解し、各構成原子 団保有数 を説明変数 として 、TR値 を説

一150一



1

一
㎝
一
1

,^鯖,》翻 鰐 縣 登賭 号、髄。lweI8hll分 子 量,lormロIa:分 子 式

四〇-C 化合物名 CAS曹 阿oMol胃elght form"la

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

7

1

3

4

6

8

9

0

2

7

9

0

且

2

3

4

5

6

7

8

1

5

6

7

8

9

1

5

6

7

8

9

0

1

2

5

6

7

8

9

0

1

3

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

亘

且

-

1

2

2

2

2

2

2

3

3

5

3

4

4

4

4

4

4

4
.
4
.4

5

5

5

5

5

5

6

5

6

5

6

6

7

7

7

7

7

7

7

7

8

8

8

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

40

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

Acεtaldebyde

Acetanll[de

Acetohe置a皿lde

Acetone

Aceしophenone

2-Ace巳yIaminofluorene

1-Acetyl-1-methyl+ni巳ro30-2-phenylb7dr

1-Aceヒ71-1-methワ1-2-pheo71hアd1題3ine

Acethylsallc71lc

Ac「 亘dine

Acryiamlde

Acrylicacld

且crylonl巳rlle

dl-Alanine

AIIylCaplo旦te

acM

Ame巳 「yne

9一ム皿1noacπldineHydrochlorlde

2-Amj轟o-9h-pyrido-【2,3,-b】lodole acelale

2-Amlno-3一 皿eヒhy1-9b-pyrldo-【2,3,-b】In401

2-AmIno-4-niIrophe直oI

2一㎞ino-5-nltropheool

Amo亘iu皿blca「bonate

dl-AmpbeIaml皿e5ulfaヒe

O-Am71一 皿.-nltroguanldine

n一在m71一 皿,-nitro-n-n監trosoguanldlne

O-Am71-n-olヒrosourea

n一㎞rl一 腿一aitlosourethane

n-A皿 ヲlurea

AmyIo「e吐hane

Anmne

且nillnebydroc』lorlde

P-Ao13aldehyde

P-Anl墨ld,画eA
皿琶「acene

1-A5corblcacld

I-AsoorbylS!earaヒe

I-Aspar量lcacId

ムsp[r}nanh7dride

A匙 「a3ine

Barbital

Ben塞 昌1dehydo

Ee匝 冨c皿

a-BHC

8ama-BHC
Ben塞o{a}P7rene

Ben=oic己cid

Ben塞oln

5en=oワIpe「o竃1de

Ben星ylalcbo1

4

0

0

4

且

且

2

3

7

8

8

4

6

6

0

3

8

6

8

9

5

0

6

7

8

3

7

1

9

6

9

5

6

1

7

り
魯
8

9

4

1

7

3

2

8

2

0

9

5

0

1

7

6

1

5

0

0

1

7

2

3

4

4

6

9

9

0

0

2

3

3

2

り
8
7

1

00
1

量

99570

121880

LO66337

60139

35089691

13010101

10589749

64005625

38869919

7451469

62533

142041

123115

104949

120127

50817

25395668

56848

1912249

5744呂

lOO527

71432

319846

58899

50328

65850

且19539

94360

100516

n-Ben3ア1-D-(benloylamlnomethl}nl監ro5amin59655064

Ben=71c7anide
s-Ben3yl-dil30propyl冒P」 】03phorolhlo8le

140294
26087478

n-Bεn=jfl-n-(propionoylamloo皿ethyl)nl量ros

8ls(2-bromo-2prophenyl}hrdrogenphospha【-

1,3-BIs〔2-c血loτoe量hyl}-1-nltro30urea154938

Bl3{{1Ime【byllblocarbamoyl)dlsulflde】37268

5

1

0

3

4

6

8

1

3

3

5

2

9

4

4

8

1

9

7

5

9

7

9

4

3

3

9

2

2

5

3

3

1

1

5

2

7

9

9

2

0

5

8

5

0

8

3

6

5

9

5

7

0

0

5

2

B

3

3

3

2

3

3

1

3

2

2

0

0

0

9

8

2

8

2

8

8

4

5

3

2

8

0

0

8

9

2

3

3

3

1

2

4

2

3

0

5

4

5

-

5

3

5

1

3

7

1

2

2

2

1

2

7

6

δ

9

2

3

2

2

2

1

1

3

2

2

1

1

2

1

2

2

2

1

1

2

1

5

1

3

5

1

1

1

8

8

3

1

2

2

1

3

1

3

2

9

0

4

0

:

0

.

ー

9

:

0

0

0

0

:

ー

・

:

0

:

:

:

.
1

1

ー

ー

ー

ー

ー

1

ー

幽

ー

:

ー

へ

:

.

.

・5

8

。
0

3

3

4

0

9

●

.

.

■6

7

4

3

7

4

4

.5

4

3

9

8

0

9

●

●
5

3

8

6

2

3

2

5

4

6

.0

0

2

2

2

2

8

9

7

8

1

5

4

0

4

3

1

8

2

2

9

6

8

7

1

2

3

9

5

2

9

8

9

5

5

6

3

7

0

5

8

3

5

3

3

3

2

7

7

4

3

4

1

8

0

8

9

9

5

2

且

4

0

6

1

8

2

3

且

4

4

1

3

5

1

2

1

1

1

1

7

7

5

8

1

2

1

1

1

1

1

7

1

1

2

1

1

i

1

9

9

1

1

1

1

4

1

3

2

1

且

7

2

2

2

1

2

2

1

2

1

2

2

3

2

2

10S

1

4

1

2

1

1

2

1

3

3

3

2

3

2

3

1

2

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

S

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

1

[

2

1

1

1

3

2

4

1

置

2

1

且

2

5

2

3

3

2

2

1

1

4

5

3

2

2

1

1

1

2

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

闘

閥

0

0

閣

麗

国

O

N

閥

O

N

騰

O

N

N

N

N

闘

田

四

N

N

閣

閣

N

N

N

N

闘

0

闘

1

」讐

0

3

0

1

0

0

C

O

6

7

1

7

5

2

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

闘

0

閥

N

O

6

6

0

0

】

ー

C

C

2

2

1

0

0

0

「
ー

S

B

C

り
魯

1

2

1

2

」
℃

O

O

O

O

O

O

O

P

O

P

O

S

2

2

4

1

2

1

3

3

4

3

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

N

閥

〇

四

〇

H

N

4

9

4

6

8

3

1

2

8

9

5

4

3

7

6

7

0

9

1

6

6

2

3

4

3

3

6

4

7

7

7

8

9

0

8

2

7

4

4

2

6

6

6

6

2

6

2

0

8

5

7

1

5

9

9

2

0

0

1

0

0

1

1

1

0

0

0

0

0

0

1

1

1

0

1

0

0

0

1

1

1

1

1

1

1

0

0

0

0

1

0

4

0

1

1

1

0

0

0

0

1

0

1

1

0

1

0

2

1

0

0

1

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

2

8

5

3

8

5

9

9

9

3

3

3

3

3

9

9

3

且

2

5

5

1

9

6

5

6

8

6

8

6

6

3

7

4

6

4

4

8

8

8

7

6

5

6

0

7

4

4

7

5

8

3

且

6

5

6

0

0

1

0

0

【

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

1

正

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

2

0

1

0

0

0

0

0

0

2

0

1

置

O

1

0

1

1

0

0

0

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

(付表1続 き)

7

8

9

0

1

2

3

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

0

4

5

6

9

7

1

2

3

4

6

7

8

1

2

3

4

6

7

8

3

4

7

8

9

2

5

6

7

8

0

4

8

8

8

9

9

9

9

9

9

9

9

9

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

2

3

3

3

3

4

6

6

6

6

5

6

5

7

7

7

7

7

7

7

8

8

8

8

巳

9

9

9

9

9

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

皇

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

i

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

-

2

2

Bromodlc』10ro皿eヒb島ne

Alphabroロ0-iso-buIyrlC-acid

1-14'-Bromophenア1自30}ben冨 ア1

Alph己 一bro皿oproplonlcacld

Bu`0「mIn

区uIor皿lnb7drochIoride

Bu50lfan

Bulyl題cetaヒe

u-Bu吐y1-o-(aceto翼ybuthyPnltro3亀mi匹e

n-sec-8uヒyI-n-〔ace量o翼yme【hy1⊃nlIro5amlo

n-Bロ 量yl-o-〔acelylamloomelhyPn1【ro5a口ln

B腫 ヒヲla覧edbydrO翼yani501e

Euヒyla量edhyd「o茎y巳olueoe

Butylbulaoola顕loe

日U駄ylbutanoloiIrO5amlne

o-8"lyl-n-{3-carbOlyproρyl}nltro5amlne

ロー6uヒyl-nr{metho罵ymeヒhyDnl1losomlne

n-B口 量ア】-n'-n且Iro-n-ni巴rso8u包oid畳no

n-Bu吐ylnItro30urea

n-Bロ ヒyI-o-oitro50ure藍haoe

l三晶1碑tl三1峯詐31罪詰181}lte
Eutヲlurea

Butylure巳hane

B皿ty「lcacid

CafIeine

d-Camp』or

CaprolacIa皿

Ep5110ncaprolac巳ooe

Captafol

Carboo量e巳rachloride

皿一Chloroan日lne

o-Chlo「oao51jne

P-Chlo「oaolli口e

Cblorobe竈3en

Chlorproma塞loeb,drochloride

Cblorpropa皿lde

CblorP7rIfos

Clnna皿icaldehyde

Clona皿yIao巴hr己niIate

Cltra】

C虹trlcac且d

Clo「 旦b「a:e

Cloflbr量c3cld

Co6盆inehydroohlorlde

Crea【lnl晦e

CU「comin

Cyclohe置 置ne(CYHA}

C,olohe罵 ヲ13皿loe

Cyc】opho3phaロ16e

Cy!031near3bioo5ide

Dehアdroaoe口caci曙

1:llll㌍1γ1詰 謝1甲llhyl,nll「o`a皿inelll呈lll6

2,4-DiamlnoanI501esul「a匠e

1,4-DIaminoan量hraαuioone

3,5-Dlamlnoben塞oic

Dla塞 【noo

Dlbeo=ofロrao

acld

75274163.829

2052019167.00豊

』ydropero罵IJ-307,145

59872覧152.975

692137157.218

15537732157,218

55981246.303

123864且15,159

569863572且6.278

56986379174,198

64005589173.214

25013165180.245

128370220.354

4543957145.244

3817116174.242

38252743188.225
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145,188

160.175
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520456168●147
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535875152.152

3334置5304.348
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(=OIHO且C102BrO亘

CO4闘07002BrOl

C13Hl置 評02002BrO且

CO3HO5002HrOl
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CO5H14006SO2
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CO7H夏4NO2003

CO7Hl5NO3002
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COIHOOCIO4
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CO5HO6四 〇ICIOl

CO6HO6NOICIOl

CO6HO5ClOi
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Dlben置Ojrlアhlamlne

Dibromocblorometh包ne

2,3-Dlbro皿o一 三一propano1

2,3-DlbromopropyldlhydrogeRpho5pha匡e

n-DIbo邑jda皿ioe

ロ曽闘i乳ro30dl-n-butylamlne'

皿,n,-Dlbロtア1-n-nilrosourea

n,01-Dlbロ 匡ylロrea

1,4-Dlchlorobeo3e匹e

I,1-DlchIoroethane

1,2-Dlchloroethane

cis-1,2-DIchjoroe吐h71ene

1,1-DIc血loroε 匙hylene

凹已匙h71enechlor産de

2,3-D翫ch10ro-1-propano1

1,3-DichloroprOPεne

2,2-Dichloro▼inyldimetb7Ipho5phaしe

Dicolol

Diethanolnltro5amIne

Dlethyleoe81アcoI

n-Nirosodieth71a田ioe

l.1謝1、購1誰 町1,、,、。血e
Diet』715t且be5【roI

2,5-Dibydro罵ybipheny1

Diketobutyryl-1-phenyl-2-metbyl-2一 皿itros

D置methoa匙e

4,4'-Dlmethoニ ァdIphenyhmlne

2,5-Dlmetho罵y-4一 皿ethヲlampbetanlne

4-D皇 皿e癒hylamino3ntipyrlne

7,12-Dl皿ethylbo03{8}aa匙hracεne

l,2-Dimeほhylhydra墨inedih】 アdrochloride

n卿闘ltro50dl皿 εth,la鍾 【ne

3,4-Dlme匙h71phen71n一 皿eh竃y1c匪rbamate

l:1=B臨 腔 鵠1,nd、 、ml。e
Dimelhヲ1terephthalate
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n,o'-d且 一Haphthy1-p-pheny】enedla皿lne

2,4-Dinitrochlorobeo3ene
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1,8-Dini童ro,yrene

DIUI駄roso51皿e監 了yno

2,4-D置olI「010Iueoe

4,4-DicI7ldlphenyIamlne

DlphenyI
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1-Ephedrlnehydτochloride
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Erythorbioacld

Ethen冨amlne

Ethlooa皿ide

di-Elbionine

Eth7】aoe匙aヒe

E巴hylac巳 邑oace巴a量e

Eヒhylaclyl3量e

124481
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且II922
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56654525
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75354

75092

616239
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付表2解罷 鰹 難 臨
た.D20が1.00E十10と 表紀 されてい るものはD20

の指標で は陰性で ある ことを意 味する.

No-C 化合物名 D20 TR(ε} TR{de}
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付表3方 法1で の官能基分類

通し
番号
大分類 細分類 官能基
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明する ことを試みる。方法2で は、構成原子の連な りに注 目し、さらに原子構成種

をその化学特性か ら付表4の ように分類しておく。当該分子 にその分類で番号づ け

た原子列が存在す るか どうかを判断し、存在状況 とTR値 との関係 を統 計的 に解析す

る。

2.3判 定指標の概要

解 析で は 簡単 のた め に 、分子 中 の官能 基 あ るい は原 子団 が独 立 してTR値 に寄 与 し

て いる と想 定 し 、官 能基 が 複合 して活 性 を発 揮す る効 果は 考慮 しな い こ とにす る 。

想 定 す る活 性 発現 のモデ ル をつ ぎ に示す 。

TR=f(注 目す る官 能基 の有 無}+他 の 要 因(2)

この 式 を も とに 、問 題 とす る官能 基 が分 子 中 に存 在 す る とき1,存 在 しな い とき0

とな る関 数 δを考 え 、 この 関数す な わち 注 目す る官 能基 に よ り、TRの 挙 動が どの程

度 説 明 され るか を検 討す る 。っ ま り上式 のfをaδ と考 え 、

TR=aδ 十b(3}

とす る 。 ここにaお よびbは 定数 で ある 。 さ らにTRの 変動(平 方 和)ST中 の 、 δに

よる説 明量 は 、S2Td/Sddで あ り、残 りの変 動 で あ るST-S2Td/Sddと 比 べ て無 視 で き

な い量 で あ るか を 、両 変動 の 自 由度 で 補正 した比 で ある以 下 のFを 算 定 す る ことに

よ って判 断 す る こ とに した 。

S2Td

Sdd
F=(4}

S2Td
ST--
Sdd

n-2

こ こで 、nは デ ータ数,Sddは δの平方 和,S。dはTRと δの積 和で あ る 。F値 の有 意

な水 準 はデ ータ数 に よるが 、1,5～2,5以 上程度 で あれ ばTRの 挙動 の 説 明 因子 と して

考 え る ことが で きよ う 。また 、STd/Sdd(=a}は 影 響 の方向 を表 し、 これ が正 な らば 、

原子 団 の存 在 は染色 体 異常 を誘 発す る効 果 を もち 、負 な らばそ の反対 の効果 を もつ

ことが想 定 で きる 。
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付表4方 法2で の原子分類

番号 原子 備考

付表5方 法1に よる各官能基のF値
サフィクスrはその原子が環内原子である
ことを意味する
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2.4解 析 結果

方法1に おける各官能基のF値 を付表5に 示す 。F(2}は 上式で算定 したF値 を表

す 。F(3}はTR値 に10g(TR+0.1}な る変換 を行 った場合のF値 である。F(4}はTE値 に

上記の変換 を行 い、全官能基で説明を行ったのち 、当該の官能基 を説明変数か ら取

り除 くときのF値 である。a(4)はFω と同じ条件下での回帰係数である。この とき

の回帰の状況は、R2=0,220,R'2=0,150,R"2=0.081,自 由度=424,σ 。=3,284で あ

った。

付表6は 、方法2に よって.任 意 の2原 子の連な りが染色体 異常誘発性に及 ぼす

影響度をF値 とa値 で表 したものである。付表7は3原 子連な りを解析 の対象 とし

た場合である。さらに4原 子連な りの場合の解析結果 を付表8に 示すが 、3原 子の

場合とほぼ同様の結果なのでF値 が0,1以 上となった原子列のみ を示 した。

以上の解析か ら、染色体異常 を生起する可能性のある原子団を示 したものが付表

9で ある。まず付表6,7か ら、F値 が極めて大き く、染色体異常誘発能が強 く示

唆される原子団として 、C=C-NO、,0=C-C-N<,-NO2を あげること

ができる。方法1に よる付表5の 結果でも窒素化合物のF値 が大きい ことがわかる。

っぎに、付表6,7よ り、F値 が1,5以 上であ り、染色体異常誘発性原子団 とし て

の可能性がややあるものとしてC-C-C=0,C-COO一 があげ られ る。ま た、

a値 が正でF値 が比較的大きいことか ら、可能性が考えられ るものとして、C-

C=0が あげ られる。

解析結果の特徴 として指摘しうることは、ニ トロ基 とカルポニル基が染色体異常

誘発性に寄与 している可能性が高い点である。また、本解析ではハ ロゲン化物の染

色体異常誘発性に対する寄与が認められなかった点も特徴である。
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4原 子連なりとの関係解析結果(方 法2)

原子列 対象化合物数
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付表9染 色体異常を生起する可能性のある原子団

原子団 整理番号F値

一C-C=O

ll
O一

可能性が考 えられ るもの

1
-C-C=O

ll

可 能性 が 強 い も の
一C=C-NO

22-02-29

112-29-07

1

0=C-C-N<3-Ol-080

11
-NO

27-29-07

可 能 性 が や や あ る もの

11
-C-C-C=Ol-01-03

111

1

1-03-06

1-03

12,146

8,7τ2

6,715

1,825

1,620

0,580

第3節 副生成物と染色体異常誘発性との関係に関する実験

本研究でとりあげている4種 の消毒剤はともに酸化剤であ り、ともにカルボニル

化合物,ニ トロ化合物 を生成する可能性が高い。本節では、染色体異常誘発の可能

性が指摘されたカルポニル化合物,ニ トロ化合物が各消毒処理によっていかに生成

するか、および これ ら副生成物 と処理水の染色体異常誘発性 との関係 にっいて実験

的に検討 した 。

3.1実 験 方法

(1)濃 縮琵琶湖水の作製 と消毒処理方法

第3章 の方法 と同様 。

(2)副 生成物 の分析
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カ ル ポニ ル基 の選 択 的 還元 剤 と して水 素化 ホ ウ素 ナ トリウム(NaBH、 》が あ る 。

この ときカ ルポ ニル 基 は アル コ ール とな る 。NaBH、 はカ ルポ ニル 基 は還元 す るが 、

カル ポキ シル基,エ ス テ ル.ア ミ ド,エ ーテ ル.ニ トロ基,C=C二 重結 合 な どは還

元 しな い とい う2)3》 。カ ル ポニル 基 が還元 されれ ばそ の分 だ け 吸光度 が 減少す る(

付 図4(1),(2},(3),(4}参 照)の で 、還元 前後 の 吸光 度差 を測 定す る ことに よ りカ

ルポ ニル 基 量 を見積 もる ことが で き る4》。本方 法 の測 定値 と他 のカル ポ ニル基 定 量

法 によ る値 との 相 関関 係 も得 られ て いる5》。NaBH4を0,2%と な る よ うに添加 して48

時間 放置 し 、E26。 の初期E26。 に対す る減少 量 を求 めた 。

ニ トロ基 は 、ス ズ と塩 酸 で還元 し 、生成 した ア ミン をジフ ェニル ピク リル ヒ ドラ

ジル で呈 色 させ て測 定 した6}。 還元 前 の濃 縮湖 水や 消 毒処理 水 中に もア ミンは含 ま

れ て いる ので 、還元 後 の ア ミン量 か ら還 元 前 のア ミ ン量 を差 し 引いてニ トロ基量 を

求 め た 。例 として.濃 縮 湖 水 中お よび塩 素 処理 水 中 に含 まれ る 、アミ ン量 とニ トロ

基 量 の関係 を付 図1に 示 す 。なお 、 この方 法で は主 と して芳 香環 を有 す るニ トロ基

を測 定 して いる 。

(3}染 色体 異 常試 験 と画 像解 析

第3章 の 方法 と同様 。

3.2実 験 結 果

(1)カ ルポニル基生成量 との関係

各消毒処理 によって生成 したカルポニル基 を付図2に 示す 。二酸化塩素とオ ゾン
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付図1濃 縮湖水中および塩素処理水中のアミン量とニ トロ基量の分析
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処理水中の濃度が最 も高 く、ついで塩素処理水,さ らにクロラミン処理では塩素処

理の場合 の半分程度が生成 した。全体 として、消毒剤の酸化 力が大 きいものほ どカ

ルボニル化合物 を多 く生成 させ る傾向にあるといえる。また酸化力が小さく消毒力

が弱 いとされ るクロラミンでもカルポニル化合物 を生成 しうることを指摘 しうる。

第3章 ではクロラミン処理水の染色体異常誘発性は認められなかったが 、有害な副

生成物はや は り生成 していると考える必要がある。ところで付図2で はE26。に基づ

いているため生成量の相対的比較 しかできない。そ こでオゾン処理水 にっいてカル

ポニル基炭素量をバニ リン反応法7}で 定量 した。結果 を付図3に 示す 。この結果 、
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オゾン処理水 における最高生成量はおよそ210mg-C/eに 相 当す ることがわかった 。

第3章 に示 したオゾン処理水 中の低分子アルデ ヒドはいずれ も10mg/似 下であ り、

それ ら以外 に多量のカルボニル化合物が生成 している ことがわかる。

染色体異常誘発性 と副生成物 との関係をさ らに考察するため 、消毒処理時のpHを

かえる ことによ り、消毒剤 と有機物 との反応性 を変える実験 を、塩素 とオゾンで行

った。

塩素処理の結果 について は、第3章 中で 、残存E26。値,染 色体異常誘発性 と生成

クロロホルム濃度,生 成低分子 アルデ ヒ ドにっいて図3.8～ 図3,10に 示 した 。結果

600400200

波長 〔n皿〕

付図4(1)濃 縮湖水中の
カルボニル化合物

αX)400

波 長 〔nm〕

付 図4(3》 塩素処理(p田)
水 中のカル ポニル 化合物
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は、塩素酸化がよ り進んだ低pH域 の処理水の染色体異常誘発性が強かった。また 、

クロロホルムの生成傾向は染色体異常誘発性 とは逆傾向を示 し、低分子 アルデ ヒ ド

の生成傾向 との関係 は明確ではなかった 。

そ こで塩素処理水 中の含有カルポニル基量を測定 した。付 図4(1),(2),(3),(4}

に還元前後の吸光度差を測定したものを示す 。低pH処 理水の方が 、還元前後の吸光

度差が大き く、カルボニル基含有量が多い ことがわかる。塩 素処理pHと 含有カルボ

ニル基量 との関係を示 した ものが付図5で ある。濃縮湖水中にもカルボニル基は含

まれているが 、低pH域 でカルポニル基が多 く生成する傾向が認め られ 、染色体異常

誘発性の強さとの対応 関係を認めうる。

っぎにオゾン処理をpHを 変化させて行った結果を示す。付 図6に 処理後のE26。,

付図7に 処理後の過マンガ ン酸カリウム消費量を示す 。いずれ も高pH側 でよ り減少

している傾向が僅かにある。付表10に は処理前後のpHを 示す 。付図8は 、処理水 の

染色体異常誘発性を調べた ものである。高pH域 での処理水の方が染色体異常誘発性

が強い傾向が認め られた 。付図9は 、処理水中のカルポニル基量を測 定 した もので
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ある 。やは り高pH域 での処理水中の濃度が高 く、染色体異常誘発性の強さと対応 し

ていた 。C。か らC、までの直鎖低分子 アルデ ヒ ドを測定 した結果で も、高pH域 の処理

水中濃度の方が高かった(付 図10)。

付表10オ ゾン処 理におけ るpIi変化

初期pHオ ゾン処理後pH
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付図11消 毒処理水中の含有カルボニル化合物量と染色体異常誘発性との関係

以上の結果をまとめて 、含有カルボニル基量 と染色体異常誘発性 との関係を付 図

11に示す 。塩素処理水 とオゾン処理水にっいては、pHを 変えて処理 した処理水 の結

果を含めている。含有カルポニル基量が多い程染色体 異常誘発性 も強い傾向を認 め

うる。しか し同量の含有カルポニル基量であっても、塩素処理水の染色体異常誘発

性が他の3種 に比べて強いのが特徴である。 これはカルポニル化合物に加 えて有機

塩素化合物が染色体異常誘発性に寄与 していることを予想させ る。一方第3章 では 、

二酸化塩素 とクロラミンについて も、塩素化 も進行 していると推察 されたが 、付図

llの結果か ら、有機塩素化合物が生成 して いた としても、同じ生成カルポニル量で

比較 した場合 、染色体異常誘発性はオゾン処理水 を上回るものではないことがわか

る。すなわち 、二酸化塩素処理水,ク ロラミン処理水 の染色体異常誘発性に対する

有機塩素化合物の寄与は 、仮にある として も僅かであると推察できる。

(2}ニ トロ基生成量 との関係

各消毒処理によって生成 したニ トロ基を付図12に 示す 。オゾ ン処理水 を除 く3種

について生成が認め られ 、その範囲ではカルポニル基 と同様 、消毒剤の酸化 力が大

きいものほどニ トロ基 を多 く生成 させる傾向にあった 。付図13は 、pHを 変えて塩素

処理 した処理水中の含有ニ トロ基 を測定 したものであ り、染色体異常誘発性 との対

応関係が認められた 。以上の結果 をまとめて 、含有ニ トロ基量 と染色体 異常誘発性

との関係 を付図14に 示す 。含有ニ トロ基が多い処理水ほど染色体異常誘発性 も強か

った。
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一方 、オ ゾン処理水中のニ トロ基は、この測定方法では有意な生成 は認め られな

かった。pH7に お ける処理水 を分析 した結果を付図15に 、pHを 変えて処理 した もの

を分析 した結果を付図16に 示す 。この測定方法で は主 として芳香環 を有するニ トロ

基を測定 しているが 、オゾンによって芳香環の開裂が進むため と推察 される。そ こ

で 、パラフィン系のニ トロ基を測定6)し た ところ、オゾン処理による生成は認め ら

れた 。結果を付図17に 示すが、曝気 を継続す ると減少傾向があ らわれた。付図18は 、

pHを 変えてオゾン処理 した処理水 中のニ トロパ ラフィンを測定 した ものであるが、

高pH側 で生成量が低下する傾向にあった。結局オゾン処理水については 、含有ニ ト

ロ基量 と染色体異常誘発性 との関係は認め られなか った。

また、生成量 を比較すると、カルボニル基の最高生成量が約210mg-C/ε であるの

に対し、付図14か らわかるよ うにニ トロ基の最 高生成量は約8mg-N/2と 、ニ トロ基
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に比べてカルボニル基の生成量の方がはるかに多 いことがわかった 。

㈹ 還元処理 の影響

っぎに塩素処理水およびオゾン処理水をNaEH4で 還元処理 した場合、染色体 異常

誘発性がいか に変化す るか を調べた。塩素処理水 は処理時pH4.9,消 費量600mg-C2/

2の もの,オ ゾン処理水は処理時pH8.1,消 費量2900mg-0,/¢ の ものを還元処理 した 。

NaEH4を 所定濃度 となるよ うに添加し、48時 間放置した 。この ときのpHは 、NaBH4未

添加試料 も含 めて塩素処理水は6.5土0.4,オ ゾン処理水は9.0±0.4に 調整 した。結果

を付図19に 示す 。ともにNaBH4還 元によって染色体 異常誘発性 は大きく低下 して い

ることがわかる。0.2%NaBH。 処理 によってカルボニル基 はほぼ還元されたとみな さ

れ 、また この ときニ トロ基は還元 されずに残存 していると考 えられる。なお 、添加

したNaBH。に染色体異常誘発性がないことも付図20の ように確 認 している。

以上の実験結果をまとめると、まずオゾン処理水 にっいて は、

1)含 有カルボニル基量が多い程染色体異常誘発性 も強い こと

2)ニ トロ基の生成量 はカルポニル基に比べてはるかに少なく、また含有ニ トロ基

量と染色体異常誘発性 との関係は認め られなかったこと

3)カ ルポニル基の選択的還元処理 によって処理水の染色体異常誘発性が大き く低

下した こと

から、カルポニル基が染色体異常誘発性 に大 きく寄与 していると考え られる。同様

に他の消毒処理水につ いて も、生成 したカルポニル化合物は染色体異常誘発性に寄

与すると予想される。一方 、付図19で 、塩素処理水については 、カルポニル基が還

元されて染色体異常誘発性が低下 した ことが推察 されると同時に、有機塩素化合物
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が還 元 され た可 能性 も否定 で きな い 。

ω 塩 素処 理水 の アル カ リ処理 の影響

塩 素処 理水 の 染色 体 異常 誘発性 に対す る有機 塩 素化 合物 の寄 与 にっ いて 考 察す る

た め 、塩 素処 理 水 をア ル カ リ処理 し、副 生 成物 の変 化 と染 色体 異 常誘 発 性 の 変化 と

を調 べ た 。塩 素 消費 量600mg-C2/醒,処 理 時pH5,0の 試水 を 、pH10に 調 整 して 放 置 し

た 。所定 時 間経 過後 の ク ロ ロホ ル ム濃度 お よ び染色 体 異常誘 発 性 を付 図21に 示す 。

ク ロ ロホルム が 生成す る こ とか らわ か るよ うに 、アル カ リ条件 下 で は 、加水 分解 に

よ って有 機塩 素化 合 物 の構 造が変 化 す る 。そ れ に伴 っ て染色 体 異常 誘 発 性 は大 き く

低 下 した 。

塩 素処 理水 の変 異原 性 の 安定性 に対す るpHの 影 響 につ いて は 、す で にい くっ か の

研 究 が ある 。Meierら8》 は 、フ ミ ン酸 を塩 素 処理 した後 、pHを11.5に した と ころ 、2

3℃ で は 、変異 原 性 は1時 間 で約1/6,4時 間で約1/10に 減 少 した ことを報 告 して い

る 。 この変異 原性 の減 少 はOH一によ る加水 分解 速度 に依 存す る ため 、中性条 件 下 で

もお き うる 。Merら は 、同 じ試 料 をpH7で7日 間 放 置 した と ころ変 異原 性 は1/3～1

/4と な る ことを認 め た 。 また 、Nazarら9)は 、1,3一 ジ ク ロロアセ トン と1,1,3,3一 テ

トラク ロ ロアセ トンを アル カ リ条 件 下 にお いた ところ 、 これ ら化 合物 か ら塩 素イ オ

ンが遊 離す るのが 認 め られ 、そ れ に伴 っ て試 料 の変 異原性 が 低下 す る の を認 めて い

る。 さ らに 、塩素 処理 水 中 の強力 な変 異原 物 質で あ るMX(3一 ク ロ ロー4一ジ ク ロ ロメ

チ ルー5一ヒ ドロキ シー2(5H}一フ ラノ ン)も アル カ リ側で は不 安 定 とな る ことが報 告 さ

れ て い る10)。

一方 、アル カ リ処理 中の カル ポ ニル 基 を測定 した と ころ 、含 有 カル ボ ニル 基 量 は

ほ とん ど変 化 しな か った(付 図22)。 付 図21と 付 図22か ら、含 有 カル ポ ニル 基 量 が

同 じで も 、構 成す る有 機塩 素化 合 物 の種類 が 異な れ ば 、染 色体 異 常誘 発 性 も大 き く
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付図22塩 素処理水のアルカリ処理
におけるカルボニル化合物の挙動

異なることがわかる。付図11に おいて 、塩素処理水の染色体異常誘発性が他 の3種

と比較 して強かったのは、カルボニル化合物 に加 えて有機塩素化合物が寄与 してい

るためと考 えている。

3.4ま と め

①消毒処理水の染色体異常誘発性 に対するカルボニル化合物の役割 は重要であると

考えられた 。

②染色体異常誘発性 に対するニ トロ化合物の寄与は小 さいと推定された。

③塩素処理水 の染色体異常誘発性につ いては 、カルポニル化合物の寄与 の他 、処理

水中の有機塩素化合物の種類が大き く影響すると考え られた。

まず 、カルボニル化合物が消毒処理水 の有害性を比較する指標にな りうるか にっ

いては、オゾン処理水,二 酸化塩素処理水,ク ロラミン処理水の3種 にっいては大

まかにはな りうる といえるだろう。それは結局、二酸化塩素およびクロラミンによ

って生成する有機塩素化合物が少量であるためと思われる。

っぎに、塩素処理水の染色体異常誘発性に対するカルポニル化合物と有機塩素化

合物 の寄与 の割合を概算 してみる。実験は琵琶湖水を420倍 に濃縮 したものを対象

としているため 、付図2の420mg/2の 位置は、琵琶湖水 中の有機物 と消毒剤1mg/2

が反応 した場合を表す と想定できる。そ こで実際の消毒処理は付図2の1000mg/2以

下で行われ るとす ると、塩素処理によるカルポニル基生成量は0,12〔E26。減少量/初

期E26。〕までの値 となる。付図llに おいて横軸の値が0,12ま での範囲で比較すれば 、
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塩素処理水 の染色体異常誘発性 は、含有カルボニル基量か ら推定され る他の3種 の

処理水の7倍 ～10倍 の強さであると見積 もることができる 。すなわち、

二酸化塩素,ク ロラミン,オ ゾン…カルボニル基生成量

塩素 …カルボニル基生成量 ×7～10

を指標 とすれば、消毒処理水の有害性の大 まかな比較が可能であることになる。

第4節 結 語

第2節 では、既存 の染色体異常試験データを解析 し、いかなる分子構造が染色体

異常誘発性に寄与 しうるか を調べた。その結果 、ニ トロ基 とカルポニル基が染色体

異常誘発性に寄与 している可能性が高い点 を指摘 した。

第3節 では、染色体異常誘発の可能性が指摘 されたカルボニル基,ニ トロ基が各

消毒処理 によっていかに生成するかを調べ 、処理水 の染色体異常誘発性 との関係に

ついて実験的に検討 した。主たる成果を示す 。

①消毒処理水 の染色体 異常誘発性 に対するカルボニル化合物 の役割 は重要で ある と

考え られた。

②染色体異常誘発性に対するニ トロ化合物の寄与は小さいと推定された。

③塩素処理水の染色体異常誘発性 については、カルポニル化合物の寄与の他 、処理

水中の有機塩素化合物 の種類が大き く影響する と考え られた 。

これ らの結果 、オゾン処理水,二 酸化塩素処理水,ク ロラミン処理水の3種 につ

いては、カルボニル化合物が消毒処理水の有害性 を比較す る大まかな指標 にな りう

ることを指摘 した。一方 、塩素処理水については、実際の消毒処理の範囲での染色

体異常誘発性は 、含有 カルポニル基量か ら推定される他の3種 の処理水 の7倍 ～10

倍の強さであると推定した 。

本付録ではカルポニル基量が消毒処理水の有害性の指標 にな りうる ことを指摘 し

た 。しか し、第1節 目的 の冒頭に述べたよ うに、総括的水質指標 としてのバイ

オア ッセイを行 うのがやは り基本であ り、副生成物の測定による有害性 の推定はそ

の補完的役割 を果たす もの と考える。一方 、本付録で得 られ た結果は 、バイオアッ

セイの方法にも有益な情報を提供するもの と思われ る。詳細 は第6章 第4節 で考

察を行 っている。
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