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　贈 的コ内分泌撹乱化学物質 （EDC ）の 検出法と

して、ラ ッ ト子 宮湿重量法があるが、卵巣摘出の

有無、子 宮液、内因性 ホ ル モ ン の 影響な ど 検討 す
べ き課 題が多 い。そ こ で 、EDC に対す る 感受性が

高 い と考 え られ る ラ ッ トの 幼若子宮を用 い て

PCNA 免疫染色 法 に よ り、子宮組織 の 各部位 に お

げるPCNA 陽性細胞を指標に検討 した。

　【方法］ 19日齢 の ラ ッ トに ノ ニ ル フ ェ ノ ール （NP ）
を3日間連続投与 （1，10，100mg！kg）した 翌 日に 子

宮を摘出、中性 ホ ル マ リ ン で 固定、パ ラ フ ィ ン 包

埋、薄切後、PCNA 染色 した （PCIO 、　 DAKO ）。
対照とし て 、エ ス トラ ジオー

ル （ED ）を同時に 投

与 した （1，
10

，
100μ gtkg ）。子 宮組 織 を 子 宮角中央

部 （VH ）、子宮頚部 （CU ）及び子宮膣部 （VU ）

に分け、そ れ ぞれ の 部位 に おける子宮腺上皮細胞
　（GE ）及び子宮内腔上皮細胞 （LE ）の PCNA 陽

性細胞を数え、細胞増殖指数 （PI） を算出 した。
ζ結剰 UH 、　 CU 及 び VU の い ずれ の 部位で も、

PCNA 陽性細胞 は増加傾向を示 し、　 UH 及びCU に

おけ るGE 及び LE が 顕著なPCNA 陽性細胞の 増加

傾向 を示 した 。即ち 、UH に お けるPIを 求 め コ ン

トロ
ー

ル との 比 を とる と、GE で は、24 （ED ：100

μ 創kg）及び28 （NP ：1GO  1  ）及 び 聡 で は、13
（ED ：10μ gr  ）及び11 （NP ；100mg ノ  ）で あ っ た。

一
方、CU の 場合、　 GE で は、20 （ED ：10μ g！  ）

及び23 （NP ：10QmgZ  ）及びLE で 1ま、11 （ED ；10

μ　gXkg ）及 び 8 （NP ；100mg！ks） で あ っ た。しか し、
VU に お い て は、子宮腺 は 認め られず、　 LEで は、7
（ED ：100μ g！kg）及び4 （NP ：100mg ！kg）で あ っ た。
【結謝 ラ ッ ト幼若子 宮 に対するNP のEDC 作用

を、PCNA 陽 性 細 胞 を指 標 とす る と、細胞 レ ベ ル

に おける顕著なPI増加と して確 認 する こ とが で き

た。ま た、子 宮組織の PCNA 観察部位 と して 、　 UH

及 びCU は、ほ ぼ 同等に 有効で あ る こ とが分か っ た。
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　【目的Σ固相 マ イク ロ 抽出 （SPME ）法 は、目的成

分の 抽出、濃縮 、ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーへ の 導入 が

簡便迅速に行 え る新 しい 試料調製法で ある 。 本 研

究 で は 、SPME デ バ イス として キ ャ ピ ラリ
ーカ ラ

ム を用 い る ln・tube　SPME を考案 し 、 オ ートサ ン プ

ラ
ー

及 びLC／MS との 結合に よる変異原 性 ヘ テ ロ サ

イ ク リ ッ クアミ ン （HCA ）の 自動分析法を開発 した 。

【方灘 試料を2−mL の バ イア ル に取 り、バ ッ フ ァ
ー

と水 を加えて 1−mL と しオ ートサ ン プ ラ
ー

に セ ッ ト

する 。 イン ジ ェ クシ ョ ン プ ロ グ ラ ム に よ りキ ヤ ピ

ラ リ
ー

カ ラ ム へ の 試料の 吸入 ／吐 出を繰 り返 し、
カ ラ ム 内固定相 へ HCA を吸着 させ る 。 さらに 6一ポ ー

トバ ル ブ を切 り替 えMeOH をキ ャ ピラ リ
ー内へ 流

して HCA を脱離させ 、移 動相で LC カ ラム へ 移送 し

て 分離 した後、ESI．MS （SIMモ ード）で 分析する 。

匡結果 ・考察lSPMEデバ イス として Omegawax を

用い 、試料pH　8．5、吸入 ノ吐出は 30　pL の 試 料 を

100pL ／min の 速度で 10 回以 上 繰 り返 す時 、 抽 出

量はほ ぼ平衡に 達した 。 HCA の 脱離はキ ャ ピ ラ
i
）　
一

に MeOH を流すこ と に よ り容易 に行え、キ ャ リ
ー

オ ーバ ーは 認 め られ な か っ た 。 SIMモ ー ド検 出

In．tube　SPME ／LC／Ms 法 1こ よる検 量線 は 5 〜200

  ／mL で 良好 な直線性を示 し、検出 限界は 0．2〜

3．lng／mL で あっ た。本法はビー
フ ス テ ーキ の ブ ル

ー

レ ー
ヨ ン 抽出 液に適用で き、MelQx，　IQ，　PhlPが 検

出された 。 本法は試料前処理 か らLC 分離 、　MSD 検
出、デ

ー
タ解 析 ま で を連 続 して 自動的 に 行 え、食

品や環境試料分析 に 広 く利用 で きる と期待され る。
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