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第1章　 緒 言

著者は,第2編 においてフッ素を家兎に経口投与

して,骨 および各臓器に対するフ ッ素の移行沈着に

関する研究を行ない,そ の投与期間30日 では対照に

比較して, 1mg/kg～10g/kgm迄 のフ ッ化ソーダ

の投与量では骨および各臓器中の沈着フッ素量は著

しい増加を現わさないが, 20mg/kgの 投与量にな

ると沈着フ ッ素量は急激に増加 していることを明 ら

かにした.こ のようなフッ化ソーダ投与量と沈着量

との関係が血清総カルシウム量にどのような変化を

与えるかを探究するため,実 験動物に家兎を使用し

てフッ化ソーダの投与量およびその期間における変

化の状態を決定する目的で以下の実験を行なつた.

フッ素中毒症 とカルシウムの関係,す なわち骨に

対する症状等については既に多 くの研究報告もあり,

その強度は物理的 お よび力学的にも減少すると報

告1) 2)し て い る.こ の原因 はフ ッ素が カル シウム或

いは燐 の代謝 に障害的に作用 してい るもの と認め ら

れ る.一 方 血中の カル シウムに対す る影響について

はJodlbauer3)氏 は急性 フ ッ素中毒症 の場合 はカル

シウム量は減少す ると述べ ている ことか ら,骨 系統

に対するカル シウムの代謝作用 は血清 カル シウム量

に も関係を有 している ことは明 らかな ことである.

す なわち,こ のよ うなフ ッ素 中毒症 において カル シ

ウムの代謝機 序は内分泌腺 の機能障害に起因す るこ

とは先人の報告4) 5) 6)で 認 め られている.

ま たBarille7)氏 は 血清 カル シウムの組 成を可溶

性複塩Tri basic carbonate-phosphate〔P2O8Ca2H2)

 CO2 (COOH)2Ca〕 このよ う な式 で 表わ して いると

ころか ら,血 中カルシウムの濃度の増減 には燐の濃

度 が 重要 な 因 子 で あ る こ と も よ く解せ られ る.

 Lipmann8)氏 は フ ッ素 中毒症においてはフ ッ素が生

体内の燐 酸塩分解酵素に阻止的 に作用 し,酵 素の重
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金属含有成分とフッ素が結合するものと結論 してい

る.こ のようなフ ッ素中毒症でカルシウムが減少す

ることは,フ ッ素が内分泌臓器並びに各種酵素およ

び細菌の発育に阻止的に作用した結果の症状の現わ

れである.一 方微量フッ素の存在においては以上の

症状の逆効果を現わすことも既に報告9)さ れている.

 Nover, Wells10)氏 等は体内のカルシウムの存在量

は血清中のカルシウムの濃度に大体等 しいと述べて

いることから,血 清中のカルシウムの濃度を知るこ

とにより生体内のカルシウム代謝に関係のある各臓

器の機能状態も知ることが出来る.以 上フ ッ素中毒

症に際して現われる変化と第2編 で得た実験成績と

を参考にして,著 者は実験的フ ッ素中毒症動物の血

清について,総 カルシウム量 とフ ッ素投与量および

投与期間並びに体重の変化を究明するための実験を

本編で試みた.

第2章　 炎光分析法による血清カ

ルシウムの直接定量法

血清カルシウムの定量法として従来一般に用い ら

れる方法は,カ ルシウムを修酸塩或いは燐酸塩とし

て沈澱させ,そ の修酸,燐 酸を間接的に定量する方

法11)で,こ れらの操作につ いて は多 くの研究が発

表され てい る.例 えば, Kramer, Tisdall法12),

 Clark, Collip法13), Sobel法14), Sendroy法15)お

よびRoe, Kahn法16)等 が あり,ま たEDTAを

用いる滴定法17)或 いは比色法18) 19)等 の多数の定量

法が報告されている.し かしこれらは操作が複雑な

ものもあり,ま た測定に長時間を要したり多量の試

料を必要とす る ものもある.最 近,炎 光法20)に よ

る定量法が発表されているが この方法 も修酸アンモ

ニウムによりカルシウムを修酸カルシウムとして沈

澱させ,遠 心分離 した後,沈 澱を酸に溶解 して測定

している.こ のような中間操作を行なうことは,血

清中に含有している燐がカルシウムの炎光輝度に著

しく妨害を与えるため燐とカルシウムとの分離操作

を必要と した もの で あ る.最 近, J. Yofe, R.

 Finkeletein211)氏 等は燐酸イオンの共存における純

粋な塩化カルシウムの炎光輝度の低下防止のために

ランタンを添加 して,燐 酸イオンによる妨害を完全

にな くしている.著 者はこの原理を血清カルシウム

の定量に応用 し,微 量 試1料(0.1～0.2ml)を 用い

中間操作を行なわず,迅 速,正 確に直接定量する方

法を確立 したので以下その操作法を示す.

1) カルシウムの炎光輝 度 に対する燐酸塩の

影響

第1図　 カルシウムの輝度に対する燐酸塩の影響

第2図　 カルシウムの輝度に対する燐酸塩の影響

燐酸塩の存在におけるカルシウムの炎光輝度が低

下することは既に詳細 に探究 され報告21)さ れてい

る.こ れらは何れも各波長(CaO λ=554,622mμ,

 Ca λ=422.7)でPO4/Caの モル比 が1に お いて輝

度は最低となり,こ のモル比の増加に対して も輝度

の増減は起 らない.(第1, 2, 3図 参照)こ のよう

に試料中に燐酸塩が存在するときは,カ ルシウムの

炎光輝度の強さは低下することが明確にされている.
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第3図　 カルシウムの輝度に対する燐酸塩の影響

2) ランタンの添加による燐酸塩存在時の炎光

輝度の低下防止について

上記の如 く燐酸塩の存在で,カ ルシウムの炎光輝

度は妨害されその強さは低下するのでその防止にラ

ンタンを燐酸塩に対 し,一 定のモル比で試料中に添

加することにより燐酸塩による妨害を阻止すること

が出来,カ ルシウムのみの輝度の強さに復活するこ

とができる.(第4, 5, 6図 参照)

第4図　 燐酸塩の存在におけるカルシウムの輝

度に対するランタンの影響

第5図　 燐酸塩の存在におけるカルシウムの輝

度に対するランタンの影響

第6図　 燐酸塩の存在におけるカルシウムの輝

度に対するラソタンの影響

以上の如 く燐酸塩の存在でカル シウムの輝度 が低

下す る理由は,炎 中で両者はⅢ,或 るいはⅣの反応

が起 きてい るもの と思われ る. Ｉ, Ⅱの 反応は妨害

イオ ンの不存の ときで ある.

Ｉ, CaCl2+H2O+E1→CaO+2HCl

Ⅱ, CaO+E2→Ca+O

Ⅲ, 2CaCl2+2H3PO4+E3〓Ca2P2O7+4HCi+H2O

Ⅳ, Ca2P2O7+E4〓2CaO+P2O5

ま た ランタ ン,カ ル シウム,燐 酸塩が共 存す ると

きは
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Ｖ, LaCl3+HPO4+E5〓LaPO4+3HCl

(E1…E5は 反 応熱)

す なわ ち,ラ ンタンお よびカルシウムが燐酸塩に

対す る結合力はLa>Caの 関 係 か ら,カ ル シウム

は ランタン添加により遊 離 ざれ る.ま たE5>E322)

か らカル シウムの燐酸塩 よりランタンの燐 酸塩 が高

温において安定であ り,充 分 な量の ランタンを添加

してお くとVの 式の ような反応形を とり,カ ル シウ

ムは元のCaCl2と な り炎中 ではCaO或 るいはCa

に分 解 し炎光輝度 は復活する.ま た ランタンはカル

シウムの波長においてはその輝度に妨害 は与えない

(第4, 5, 6図 参 照)

3) 試 薬 および装置

(1) 標 準 溶液の調製

標準ナ ト リウ ム溶液(250meq/l Na+):　 試 薬

特級の塩化 ナ トリウムを125℃ で30分 乾 燥 した後,

デ シケーター中で放冷 し, 7,306gを 精 秤 し500ml

の メ スフ ラスコに入れ蒸 留水を加えて溶解 し正確 に

500mlと す る.こ の 溶 液 の貯蔵 はポ リエチ レン瓶

を使用する.

標準 カル シ ウム溶液(100meq/l Ca2+):　 試 薬特

級 の炭 酸 カル シ ウムを0.5005gを 精 秤 し,ビ ー

カーに移 し稀 塩 酸(濃 塩 酸1容:蒸 留 水2容)約

20mlを 加 え,完 全に溶解 した後100mlの メスフ

ラス コで蒸 留を加えて正 確 に100mlと す る.こ の

溶液の貯蔵はポ リエチ レン瓶を使用 する.

(2) 測 定 用試薬の調製

表面活性剤:　 Tween 80 4%水 溶 液

塩酸:　 0.5N溶 液

塩化 ラン タン溶 液:　 La3+450γ/ml 0.5N塩 酸

溶 液

6.0meq/l Na+溶 液:　 250meq/l Na+ 1.2ml

とTween 80 4%水 溶 液0.8mlを50mlメ ス フラ

ス コにとり蒸留水を加えて50mlに す る.

5.0meq/l Ca2+ 溶 液:　 100meq/l Ca2+ 5mlを

100mlメ ス フラス コにとり,蒸 留水を加えて100ml

とす る.

0.2meq/l Ca2+, 6.0meq/l Na+溶 液:　5.0meq/l 

Ca2+ 2ml, 250meq/l Na+ 1.2ml, Tween 80 4

%:　水 溶液0.8mlを50mlメ ス フ ラ ス コに とり,

蒸 留水を加えて50mlと す る.

(3) 装 置

Coleman Model 21 Flame Photometerを 使 用 し

た. Ca filter 21-205

4) 実 験 方法

(1) 血 清 試料の調製並びに稀釈率

血 清 総 カ ル シ ウム量 が10mg/dl以 下 の場合は

1.25, 10～20mg/dlの 場 合は1:50に 稀釈 する.

す なわ ち,家 兎 血 清の場 合は血 清0.1ml,塩 化 ラ

ンタン0.4ml, 250meq/l Na+ 0.12ml (6.0meq/l

 Na+溶 液)Tween 80 4%溶 液0.08mlを それぞれ

ピペ ットで とり, 0.5N塩 酸 を加えて全容を5mlに

す る.塩 化 ランタン溶液 は血 清 中の燐 が約5mg/dl

含 有 してい るもの と仮 定 し,こ れ を燐酸(PO4)に

換 算 してその量 に対 す る ラ ンタンの添加 モル比 を

1:8に した ものであ る.

(2) 測 定 法

6.0meq/l Na++0.06% Tween 80の 標 準 試 薬

を噴霧 してGalvanometerの 指 示 目盛 の0位 に調

整す る.

0.2meq/l Ca2++6.0meq/l Na+ 0.06% Tween

 80の 標 準 試 薬 を 噴 霧 してGalvanometerの 指示 目

盛 の50位 に調整す る.す なわ ち5meq/l Ca2+の 指

示 は50で あ る.次 に4, 3, 2, 1meq/l Ca2+の 濃

度を順次噴霧 して検 量 曲 線 を作製す る.(第7図 参

照)

第7図　 検量曲線(血 清稀釈率1:25)

以上 と同様操作で 家 兎 血清試料(1:50)を 噴霧

してGalvanometerの 指 示 目盛を2倍 した値がカル

シウムの濃度(meq/l)で あ る.な お 使用燃料ガス

は酸素お よ び プ ロパ ンであ り,そ のガス圧 は酸素

0.4kg/cm2,プ ロパ ン0.3kg/cm2で あ る.
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(3) 本法 と重量分析法との精度の比較

本法の精度を再確認するため,同 一家兎血清を用

い重量分析法を行ないカルシウム量を求め両者を比

較検討 した.そ の結果を第1表 に示す.

第1表　 炎光分析法と重量分析法との比較

なお本法で人類血精について測定した結果を第2

表に示す.

第2表　 人 類 血 清

第3章　 実験動物並びに実験方法

1) 実験動物

体重約3kg前 後の成長 白家兎雌7匹 を同一環境

で飼育した.す なわち血清カルシウムは日光とビタ

ミンDと に密接な関係を有 していることから,血 清

カルシウムの変動を出来るだけ少なくするため直射

日光を遮け,屋 内で同一大きさの飼育箱を用いた.

飼料は第2編 の実験に使用したものと同様,朝 は雑

草約100g,昼 は豆腐粕約150～200g,夕 はフスマ

約50～80gを 与えこの飼料に馴 れさせ,各 実験家

兎から1週 間毎に採血を行ない血清カルシウムを測

定し変動がなくなつてか らフッ化 ソーダを豆腐粕に

混入 して投与 した.そ の期間3週 間を要 した.フ ッ

化ソーダ投与 量は体 重1kg当 り1日1回1mg,

 10mg, 20mg, 30mg, 40mgの6種 類 を経 口投

与しなが ら. 1週 間毎に採血 して血清カルシウムの

測定試料とした.ま たこれ と対照にフ ッ化ソーダ非

投与のものも同一条件で採血を行なつた.

2) 実験方法

フ ッ化 ソーダ投与後1週 間毎に昼食前に耳静脈よ

り血液を採血し,約1時 間放置してか ら2500r. p. m

で約10分 間遠心分離 して血精を採取 した.血 精総 カ

ル シウムの定量 に際 しては,血 清試 料 を0.1mlを

ピペ ットで とり,塩 化 ランタ ン溶液0.4ml, Tween

 80 4%溶 液0.08mlお よび250meq/l Na+ 0.12ml

を それぞれ試料 に加えてか ら0.5N塩 酸 で全容5ml

に稀 釈 してColelnan model 21, Flame photometer

とCa filter 21-205を 用 いて直接定量を行 なつた.

す なわ ちカル シウムの炎光輝度(目 盛の読み)か ら

第7図 の検量線 に従つて カル シウムの濃度 を算 出 し

た.

な お各実験家兎の フ ッ化 ソーダ投与 日数 は70日 間 冒

であ る.

第4章　 実 験 成 績

1) フ ッ化 ソー ダの投与量 と血清総 カル シウム量

の増減の関係

各実験 家 兎 に 対 し体重1kg当 り, 1日1mg,

 5mg, 10mg, 20mg, 30mg, 40mgの フ ッ化 ソ

ーダを10週 間投与 し,そ の投与開始後か ら1週 目毎

に血清 総 カル シウ ム量 を 測 定 した結 果1mg/kg,

 5mg/kg, 10mg/kgの 投 与家兎 においては,そ れ

らのフ ッ化 ソー ダ投与前の血清総 カル シウム量に比

較 して漸次増 加 の 傾 向 を 示 した.特 に1mg/kg,

 5mg/kgの 投 与家兎 に対 しては投 与後約5週 目,

 10mg/kgの 投 与家兎では約3週 目に最高値 とな り,

以 後投与 と共 に次 第に減 少を示 し約10週 目に至つ て,

 5mg/kg, 10mg/kgの 投 与家 兎の血清 総カル シウ

ム量は フ ッ化 ソーダ投与前の濃度 とほぼ同 じ濃度迄

減少 した.ま た1mg/kgの 投 与 家 兎についてはそ

の濃度減少が緩慢 で10週 目において もなお当初の濃

度 に比 較 して約5%の 増加を示 していた.

次 に20mg/kg, 30mg/kg, 40mg/kgの 投 与家

兎 については,フ ッ化 ソーダ投 与後1週 目よ り次第

に減少 し,約3週 目において投与前の約82%と な り

最底 を示 し5～6週 目で一時的に増 加 したが,以 後

次第に減 少 し最後 の10週 目においては約85%と なつ

た.ま た対照家兎 については実験期間中ほ とんど増

減は現 われなかつた.第3表 にその結 果を示す.

第3表 の結果か ら,そ れぞれの実験家兎 のフ ッ化

ソーダ投与前 の血清総 カル シウム量を100と して,

実 験末期迄 のカル シウム量の増 減の比 率を第8図 に

示 す.
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第3表　 対照並びにNaF投 与群の血清総カルシウム量(単 位mg/dl)

第8図　 NaF投 与 前の血清総 カル シウム量100

に対 す る投与後のカルシウムの含有比

2) フ ッ化ソーダの投与量と体重増減の関係

体重の増減を全体的に見て,フ ッ化ソーダ投与後

2週 目で僅か増加を示し, 30mg/kg, 40mg/kgの

投与家兎は5週 目, 20mg/kgの 投与家兎では8週

目からそれぞれ減 少が現われた.ま た1mg/kg,

 5mg/kg, 10mg/kgの 各投与家兎では減少は見ら

れなかつた.そ れらの結果を第4表 および第9図 に

示す.

第9図　 対照並びにNaF投 与群の体重の消長

(単位kg)

第4表　 対照並びにNaF投 与群の体重の消長(単 位kg)
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第5章　 総 括 並 び に 考 察

以上の実験結果から,フ ッ素中毒症による血清総

カルシウムの濃度変化の状態を究明す ることができ

た.す なわち1mg/kg～10mg/kg迄 のフッ化ソー

ダ投与に対しては投与前のカルシウム濃度より増加

する傾向を示 し, 20mg/kg以 上を投与 した場合は

逆にその濃度は低下する現象が現おれた.こ れ らの

現象 と第2編 に報告 した結果の骨および膿器中のフ

ッ素沈着状況を併せて考察すると,家 兎のフッ素中

毒症とその投与フッ素量 との関係は大体10mg/kg

が限度で,そ れ以上のフッ素量に対 しては骨および

各臓器にフッ素の沈着は急激に増大すると共に,血

清総カルシウムの濃度は著しく減少する.こ のよう

なフッ素中毒症による現象からフ ッ素が内分泌臓器

の機能に障害を与え,カ ルシウムの新陳代謝の調節

を阻止 した ことが解明されJodlbauer3)氏 の報告

の如く,フ ッ素中毒症状による血中カルシウムの減

少 も明 らかにされた.

また低濃度のフ ッ化ソーダ投与の場合は血清総カ

ルシウムは上昇の傾 向 を示 し,特 に1mg/kgの 投

与家兎においては実験末期(10週 目)に なお投与前

の濃度に比較 して約5%の 増加を示 していることは,

Schmidt9)氏 の見解の如く.カ ル シウムの新陳代謝

を調節する内分泌腺の機能を亢進させていることも

よく証明されるところである.こ のような低濃度の

フ ッ化ソーダを投与した時は,ビ タミンDを 投与 し

た場合の如 く骨格,歯 牙等に対してカルシウムの沈

着を促進させその発育を完全にさせ るものと思われ

る.す なわち,こ れらの結果から微量フッ素を投与

することによつて,拘 僂病の予防にも効果があるの

ではないかと想像され る.

また一般所見として食欲は1mg/kg, 5mg/kg,

 10mg/kg投 与家兎は実験末期迄食欲 は旺盛であつ

たが, 20mg/kg, 30mg/kg, 40mg/kg投 与家兎

では食欲の不振 が現 われた.特 に40mg/kg投 与

家兎では投与開始後, 1週 目頃より急激に不振 とな

り軽い嘔吐を催したが3週 目頃から一時恢復し, 5

週 目頃か ら再び不振 となつた.

30mg/kg投 与家兎 では2週 目頃から稍々不振 と

なり, 4週 目頃から一時恢復 したが6週 目頃から再

び不振となつた.嘔 吐の症状は最後迄現われなかつ

た.

20mg/kg投 与家兎では5週 目頃か ら軽い不振が

最後迄継続 した,なお高濃度の30mg/kg, 40mg/kg

投与家兎では実験末 期において,毛 並が僅 かに粗毛

とな り光 訳 も幾分悪 くなつた.

次 に体 重の消長 については,使 用実験家兎の遺伝

的体質並びに生後実験開始迄 の経過 日数等の条件が

一定でないため,正 確な結果は得 られなかつたが全

体的に見て, 10mg/kg以 下 の投与 家兎 は 増加の傾

向を示 し, 20mg/kg以 上 の投与家兎で1言実験末 期

で減少を示 した.

第6章　 結 論

実験動物 に家兎 を 使 用 し,こ の動 物 にNaFを

1mg/kg, 5mg/kg, 10mg/kg, 20mg/kg,

 30mg/kg, 40mg/kgを 連 日10週 間 投与 した時,

血 清総 カルシウムお よび体重に如何 なる影響をおよ

ぼすかにつ いて研究 を行 なつ た.

(1) 血 清 総 カル シウム

(a) 微 量 フ ッ素(NaF 1mg/kg, 5mg/kg,

 10mg/kg)を 投与 した 時 は 血清総カルシウムは増

加 した.

(b) NaF 20mg/kg, 30mg/kg, 40mg/kgを

投 与 した時 は血清総 カル シウムは著 しく減少 を示 し

た.

(2) 体 重

NaF 1mg/kg, 5mg/kg, 10mg/kgの 投 与家 兎

は 増 加 の 傾 向 を示 し, 20mg/kg, 30mg/kg,

 40mg/kgの 投 与家兎では減少 を示 した.
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Studies on Behavior of Fluorine for Animal Organs

Part 3. Effect of administration of NaF to rabbit on

 total calcium in serum

By

Tadashi Hayami

Department of Chemistry, Faculty of Science, Okayama University

(Director: Prof. Koichi Emi)

Rabbits were used as experimental animals . Total calcium contents in serum and weights 
of rabbits were determined. When 1mg/kg , 5mg/kg, 10mg/kg, 20mg/kg, 30mg/kg and 
40mg/kg of NaF were administered for 10 weeks.

(1) Total Calcium contents in serum
(a) When small amounts of fluorine (1mg/kg and 10mg/kg of NaF) was administred , 

total calcium contents in serum increased.

(b) When 20mg/kg, 30mg/kg and 40mg/kg of NaF were administered , amounts of 
calcium in serum decreased remakably .

(2) Weights of rabbits
It was found that rabbits administered with 1mg/kg , 5mg/kgand 10mg/kg of NaF 

tend to gain weight and to loss when 20mg/kg , 30mg/kg and 40mg/kg of NaF was given.


