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Summary

As a part of research studies on the pollution at heavy-oil coated parts of the Sea of Japan 
coastline, resulting from the wrecked Russian tanker Nakhodka on Jan. 2, the following experi-
ments were performed using three heavy oil samples. Polycyclic aromatic hydrocarbons 

(PAH) were analyzed by HPLC in the heavy oil that washed ashore, which was collected at 
Mikuni-cho in Fukui Prefecture on Jan. 16, 1997, heavy oil in the oil compartment of the bow 
of the tanker, and commercial heavy oil (class C).

Mutagenicities of the extracts of these oil samples were also measured. The amount of 
benzo (a) pyrene (BaP) contained in the heavy oil that washed ashore was about a quarter of 
the average in 51 soil extracted samples, which were collected at an urban area in Tokyo in 
1984, and mutagenicity of the extract from the oil was about 4-fold higher than the average in 
the extracts from the soil samples.

Key words: tanker Nakhodka, mutagenicity, heavey oil, preincubation assay, benzo (a) pyrene, 
S. typhimurium TA 100
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1.は じ め に

ロシア船籍 ナホ トカ号か ら流 出 し,日 本海沿 岸に漂着

した重油はC重 油 とされている。 この重油 は,精 留 した

原油製品,A重 油 やB重 油 な どと較べ る とその引火点や

粘度が高 く,ま た,硫 黄分 や灰分 な どの精留 残渣が多 く

含 まれている。重油中には高分子 量の炭化水素類の他変

異原性や発がん性 を示す多環芳香族炭化水素(PAH)類1)

などが多種含 まれ ることが知 られてお り,今 回漂着 した

重油 にもそれ らが含 まれ る可能性が高い。

そこで本研究で は,日 本海沿岸 に漂着 した重油 中の有

害成分の検出及びそれ による環境汚染や 人体影響の対策

に関す る研究の一環 として,福 井県三国町の海岸 に漂着

し回収 された重油の変異原性 及びPAH含 量 を測定 した。

また,ナ ホ トカ号船首部分か ら抜 き取 られた重油及 び日

本 国内で市販 されてい るC重 油 について もその変異原 性

及 びPAH含 量 を測定 し比較検討 した。

2.実 験方法

2.1試 薬 類

PAHの 標 準 試 薬 と して,ベ ン ゾ(a)ピ レ ン(BaP),

ベ ンゾ(a)ア ン トラ セ ン(BaA),ピ レ ン(Pyrene)は,

和 光 純 薬 工 業 製,ベ ン ゾ(k)フ ル オ ラ ン テ ン(BkF),ベ

ン ゾ(b)ク リセ ン(BbC)はKochLightLaboratories社 製,

ベ ン ゾ(phi)ペ リ レ ン(BghiP)はAldrich社 製,お よ び

ジベ ン ゾ(a,h)ア ン トラ セ ン(dBahA)はLLight社 製 の

もの をそ れ ぞ れ 用 い た 。

連 続 抽 出用 の溶 媒 に は,残 留 農 薬 試 験 用 メ タ ノ ー ル(和

光 純 薬 工 業 製)を 用 い,変 異 原 性 物 質 及 びPAHの 液 一

液 分 配 抽 出 に は残 留 農 薬 試 験 用 シ ク ロヘ キサ ン(和 光 純

薬 工 業 製)及 び 蛍 光 分 析 用 ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド

(DMSO;同 仁 化 学 研 究 所 製)を そ れぞ れ 用 い た。

HPLCの 移 動 相 に は,液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー 用 ア セ

トニ トリル(和 光 純 薬 工 業 製)及 び蒸 留 水 を用 い た。

変 異 原 性 試 験S9mix調 製 用 コ フ ァ ク タ ー に は,オ リ

エ ン タル酵 母 工 業 製 のCofactor-1を 用 い た。

2.2試 料の調製2)

冷蔵庫(約4℃)に 保存 してお いた三 国町の越前松 島

岩場 に漂着 した重 油(以 下漂着 重油),ナ ホ トカ号船 首

部分の重油(以 下船首重油)及 び市販C重 油(以 下C重

油)の5.0gず つ を容 量500meの 丸 底 フラス コに秤取 し

た。 この 丸底 フラス コに約3mmφ の ガ ラス ビーズ を

50m4程 度入 れて,こ れ に重油 を塗 した。 丸底 フラス コ

を朝 比 奈 式 連続 抽 出器 に セ ッ トし,メ タ ノール を約

700mC加 え て抽 出 した。抽 出は,1日8時 間ず つ6日

間(計48時 間)行 った。この抽 出操作 を3回 繰 り返 し,

それぞれの抽 出溶液 を得 た。 各抽 出溶液 をロー タリーエ

バボ レー ターで減圧濃縮 して抽出溶媒 を留去 したのち,

得 られ た タール状物 質にシク ロヘ キサ ン4mPを 加 えて

溶解 した。この溶液 をスキープ形分液 ロー トに移 し入れ,

これ にDMSO2meを 加 えて,液 一液分配抽 出 を行った。

DMSO層 を分 取 し,更 に残 りの シ ク ロヘ キサ ン層 に

DMSOを1m4加 えて,再 度液 一液分配抽 出 を行 い,こ

のDMSO層 を先 のDMSO層 に併 せ た。 このDMSO溶 液

を変異原性 試験 お よびPAH分 析 に供す る まで冷凍保 存

(-20℃)し た。

2.3変 異 原 性 試 験

変 異 原性 試 験 は,Amesら の 方 法 を 一部 改 良 した プ レ

イ ンキ ュベ ー シ ョ ン法3)で 行 っ た 。 試 験 菌 株 に は,Sal-

monella typhimurium TA100,TA98及 びTAIO45)の3菌

株 を ニ ュ ー トリエ ン トプ ロ スで 約16時 間振 盪 培 養 した も

の(菌 懸 濁 液)を 用 い た。 代 謝 活 性 化 酵 素 系S9mixは,

Amesら の 方 法4)に 準 じて,Sprague-Dawley系 雄 ラ ッ ト

のPCB(KC-500)で 酵 素 誘 導 した 肝 臓 か ら得 ら れ たS9

お よ び コ フ ァ ク タ ー を用 い て調 製 した。

2.4PAHの 分 析

PAHの 分 析 に は,マ ル チ カ ラ ムHPLC/蛍 光 検 出 法6)

を用 い た 。 す な わ ち,ポ ンプ(LC-6A)3台,分 光 蛍 光

光 度 計(RF-540),高 圧6方 流 路 切 換 バ ル ブ(FCV-2AH

;以 上 島 津 製 作 所)な どか ら成 る装 置 を用 い,濃 縮 カ ラ

ム に は,ODS60-5(東 京 化 成 工 業)を 充 填 し た 内 径

4.6mm,長 さ30mmの ス テ ン レス カ ラ ム を用 い た 。 分 離

カ ラ ム に は,同 じODS60-5を 充 填 した 内 径4.6mm,長

さ250mmの ス テ ン レス カ ラ ム を 用 い た。 移 動 相 に は,

ア セ トニ トリ ル ー水 系 を用 い,試 料 液 注 入後5分 間 は,

ア セ トニ トリ ル ー水=1:1(v/v)の 条 件 でPAHを 濃

縮 カ ラ ム に濃 縮 し,次 い で ア セ トニ トリル ー水=4:1

(v/v)に 変 えてPAHを 分 離 カ ラ ム に導 入 し,分 離 し蛍

光検 出 を 行 っ た 。 各PAHの 検 出 は 分析 対 象PAHの 適 性

な励 起 お よ び蛍 光 波 長 で行 っ た。

3.結 果及び考察

ナホ トカ号 か ら流 出 した重油 は原油精 製の最終分留 画

分に近 いため精製 の残渣含有量が 多 く,そ の残渣 中には

比 較的多量 にPAHな どの生体影響物 質が含 まれてい る

可 能性 が高い。このため重油 回収作業者 に対 しては直接

重 油 に接 触 しない よ う指 示が な され てい る状 況 にあっ

た。本検討 では,平 成9年1月16日 に福井 県三 国町の越

前松 島岩場 で採取 された漂着重油,ナ ホ トカ号船首部分

の重油 お よびC重 油 中か らメ タノール可 溶成分 をそれぞ

れ抽 出 し,そ の変異 原性 と代表 的発 がん性物 質のベ ンゾ

(a)ピ レン(BaP)な どPAH7種 類 を分析 するこ ととした。
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3.1試 験菌株 の検討

今回の重油 の変異 原性 の検索 に当たって,試 験 に用い

る菌株 及 び代謝 活性化 の必 要性 な どについて の検討 を

行った。 この検討 には,Ames法 で広 く用 い られ る菌株

のTAIOO株 及びTA98株 に加 えて,酸 化 物の変異原性検

出に有利 な菌株で あるTA104株 の3種 を用 いて,Sgmix

を加えて代謝活性化 した場合 と しない場合 について試験

を行った。

Fig.1に 得 られた結 果 を示 してあ る。 なお,こ の図の

横 軸は,液 一液分配抽 出後のDMSO溶 液量 に相当す る。

Fig. 1 Results of a preliminary assay for detecting the mutagenicity of heavy oils with S. typhimurium 

strains

The assay was carried out with preincubation method. •œ

: TA100, with S9mix, •› : TA100, without S9mix,•¡:

TA98, with S9mix, • : TA98, without S9mix, 

•£: TA104, with S9mix, •¢: TA104, without S9mix.
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この図か ら,各 重油抽出物の変異原 性は,TA104株 では

殆 ど認 め られ な いがTA98株 で は良好 なdose-response

と共 にコン トロールの2倍 以上の復帰 変異 コロニー数を

与 えその変 異原性 が認 め られ,更 にTA100株 では強 い

変異原性が認 め られる ことが判 った。 また,S9mixを 添

加 して代謝活性化 した時 にその変異原性が認め られる よ

うになることなども判 った。今回の重油の変異原性の検

出 に は,S9mixが 必 要 で あ る こ とや 塩 基 対 置 換 型 の

TA100株 の方が検 出能が高い ことな どが認め られたが,

1989年3月 のアラスカで発生 したエ クソン社の タンカー

か らの 原油の流 失事故3ケ 月後 に採取 された海 岸試料

(6月,7月 及び9月)の 試験結果 では,Sgmix無 添加

系 のTA100株 で 変 異 原性 が 検 出 さ れ る こ とがU.S.

EPAのClaxtonら に よ り報告 されて いる7)。 この ため,

以 下 の試 験 で は すべ てTA100株 を用 い る こ と と し,

S9mixに つ いては添加 した場 合 としない場合 につ いて行

うこととした。

3.2各 重油の変異原性

漂 着重油 を用 いて これ にDMSOを 加 えて,直 接抽 出

した予備 的検討 か ら,重 油中 にはDMSO不 溶 物が 多量

に含 まれることが認め られた。その不溶物が変異原性試

験操作 を妨 げることや この方法では安定かつ定量的 な抽

出が困難で あることが懸念 されたため,今 回 は朝比奈式

連続抽 出器 を用いて抽 出を行 うことと した。朝比奈式の

連続抽 出の予備的検討 では,重 油10.Ogを 用 いて2日 間

つつ2回(合 計4日 間)メ タノール抽 出を行ったが,2

回 目の抽出量(変 異原性及 びPAH含 量 とも)は1回 目

よ り低下 しない ことが認め られた。そ こで,被 抽出重油

量 を5.Ogと 少 な くし,こ の重油 をガ ラス ビーズ に塗 し

て重油 とメタノールの接触表面積 を増 やす とともに抽 出

時間 を1回 当た り48時 間(1日8時 間ずつ6日 間)と 長

くした。 この抽 出を3回 繰 り返 し,得 られた抽 出物 の変

異原性 をTA100,S9mix添 加及 び無添加条件下 で測 定 し

た。

Fig.2に は,そ の変異 原性 試験 か ら得 られたdose-re-

sponse曲 線 を示 して あ る。 このれ らの図 か ら抽 出 回数

が増加するに したが ってその変異 原性が低下 してい くこ

とが認め られた。 また,Fig.1の 場合 と同様 に各抽 出物

は,S9mixを 添加 して代謝活性 化 した場合 に変異原性 を

示すいわゆるpromutagensを 多 く含んでい ることが示唆

された。

抽 出回数 に したが ってその抽 出量が等比級数 的に減少

する と仮定 し,各重油抽 出物の変異原性 の強 さを求 めた。

同 じ抽 出物 に対 して2回 の独立 した変異原 性試験 を行 っ

て得 られ た結果 をTable1に 示す 。Table1か ら,漂

着重油 の場合 は,230,000rev/gの 比 較 的高 い変異 原性

比活性 を与 えるこ とが判 った。 この変異 原性(TA100,

S9mix添 加)の 強 さ は都 市 部 土 砂 の 溶 媒 抽 出 物(東 京 都

;55,990rev/9:1984年n=518),81,230rev/9:1996年

n=9:未 発 表)の 約3～4倍 で あ っ た。 な お,今 回 の

試 料 は各1試 料 で あ っ た た め,そ の代 表 値 とは言 い切 れ

な い もの の,得 られ た変 異 原 性 は,C重 油>漂 着 重 油>

船 首 重 油 の順 と な っ た。

3.3重 油中のPAHの 分析

代 表的PAHで あ るBaPはDMSOと シクロヘキサ ンで

液 一液 分配抽 出 を行 った場 合 に,シ クロヘキサ ン層 に

13%ほ ど残る ことが報告 されている1)。今回の液 一液分

配抽 出ではその操作 を2回 ほ ど行 っているため,殆 どの

BaPや 他のPAHはDMSO層 に移行 してい る もの と考 え

られ る。そ こで,今 回は,変 異原 性試験 に供 したDMSO

溶液 をPAH分 析 に供す ること とした。

Table2に は,PAH7種 の分析結果 を示 してある。 こ

の表 か ら,各 重 油 と も今 回測 定対象 としたPAH6種 が

全 て含 まれてい ること,48時 間ずつ3回 の連続抽出操作

で殆 どの当該PAHが 抽出 される こと,ま た,代 表値 と

しては問題 があ るが単位重 量 当た りのBaP量 はC重 油

>漂着重油>船 首部分の重油 となる ことな どが認 め られ

た。 また,今 回の漂着重 油中のBaP含 量(10,800ng/g)

は都 市部土砂 の溶媒抽 出物(東 京都;44,400ng/g:1984

年8))の 約1/4で あった。

また,BaPが 通 常 のAmes法 で 示 す 変 異 原 比 活 性

(TA100,Sgmix添 加)は,約100rev/1μgで あるか ら,

この漂着重油の変異原性(230,000rev/g)に 及ぼすBaP

の変異原性の寄与率 は単純計算で は ユ%に も満た ない こ

とが推察 された。

以上 の結果か ら,重 油 中には都市部土砂の溶媒抽 出物

の場 合 と同様,BaPな どのPAH類 が多 く含 まれその危

険性 が指摘 されてい る9)ものの,BaP以 外 の強い変異原

性 を有す る物質群 も含 まれてい ることが示唆 された。

今回,漂 着 した重油の殆 どは 自衛隊,漁 業関係,地 方

自治体,ボ ランテ ィアな ど多 くの人々の手作業 によ り回

収 されたが,海 岸の砂 浜等 に滲み込んで しまったため に

回収困難 となった重油 も少な くない もの と考 えられ る。

TA100,S9mix無 添加条件下 で変異原性が認 め られた ア

ラスカ試料 に関 す るU.S.EPAの 報 告 な どを考慮 す る

と,今 後 は海岸 の砂 な どに残 留す る重油 のBaP含 有量

やその変異 原性を都市部 の土砂 の場合 と比較 しつつ測定

してい く必要が ある。
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Fig. 2 Mutagenicity of the methanol extracts from heavy oils by the preincubation assay emplying 

S. typhimurium TA100 •œ

: with S9mix, •›: without S9mix
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Table 1 Relationship between mutagenic activity and the extraction time

Parenthesis indicates the agerage.

Table 2 Relationship between PAH contents and the extraction time

n. d.: not detected
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要 約

ナホ トカ号か ら流出 し日本海沿岸 に漂着 した重油の汚

染状況 を把握す るための調査研究の一環 として,平 成9

年1月16日 に採取 した漂着重油,ナ ホ トカ号船首部分の

重油お よび市販C重 油 中に含 まれ る多環芳香族炭化水 素

(PAH)の 分析 及 び抽 出物 の変 異原性 を測 定 した。 そ

の結 果,漂 着重油 のベ ンゾ(a)ピ レン(BaP)含 有量 は

1984年 に採取 された東京都市部の土砂51試 料の平均値の

約1/4で あ るこ とやその変異原比 活性 は同土砂 の約4倍

であるこ とな どを認 めた。
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