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１．はじめに 

 近年，都市における水の需要が高まっている．しかしながら，都市への水の供給量には限度があることから，

下水処理水を新たな水資源として捉えられている．一方，下水処理水の多くは河川などの公共水域に放流され

ていること，また下流域では上流域における下水処理放流水も流入している「河川水」を原水として取水し，

これから浄水処理により得られた上水を利用している．従って現状においても，実質的には下水処理放流水は

下流域の水源という実態が存在している．下水処理放流水の一部は修景・親水用水として利用されるなど，ヒ

トと直接触れる機会が増えてきた．このような背景から，下水処理放流水が有する細胞毒性強度を定量化しそ

の強度を測定するとともに，細胞毒性強度の低減を目的として活性炭による吸着特性について検討した．また

毒性試験に用いた細胞には，直接的な接触を念頭に置き，正常ヒト表皮角化細胞を選択した．  

 
２．実験方法 

 試料は河川水，あるいは下水処理場放流水とし，採水した試料水を固相抽出法により濃縮した．採水は予め

メタノール，Milli-Q 水で洗浄したステンレス製やかんを用い，採水後は直ちに氷冷して実験室に持ち帰った．

ガラス繊維濾紙 GF/B をアセトンで洗浄し，これを用いて試料水を濾過したのち，そのろ液を固相抽出に供し

た．固相抽出には Oasis HLB カートリッジを用いた．カートリッジをメタノール，Milli-Q 水でコンディショ

ニングしたのち，流速を 10mL/min に設定した Sep-Pac コンセントレータに接続，200mL の試料水のろ液をカ

ートリッジに通水した．通水したカートリッジを乾燥し，引き続いてメタノール 6mL で溶出後，窒素吹きつ

けにより乾固した．これを無血清増殖用培地に溶解して，細胞毒性試験に供した．                

 実験に供した細胞は，正常ヒト表皮角化細胞（クラボウ）である．これを無血清増殖用培地で培養したのち，

毒性試験に用いた．培養は一般的な手順でおこない，目視で 70%程度のコンフルエント状態になった時点でト

リプシン処理により細胞を回収した．トリパンブルー法に基づいて生細胞数を測定した後，これを設定した細

胞数となるよう 96 穴マイクロプレートなどに播種したのち一晩培養し，細胞毒性試験に用いた．細胞毒性強

度については，乳酸脱水素酵素(LDH)アッセイを用いてその強度を測定した．これは細胞膜が破壊されること

により放出されるLDHの活性量を測定することにより，細胞毒性強度を測定する方法である．LDH活性の測

定には「細胞毒性測定キット」（Wako）を使用した．この原理を簡単に記述する．細胞から放出されたLDHに

より，反応液中の乳酸とNAD+が反応し，ピルビン酸とNADHとを生じる．このNADHはさらにジアホラーゼ

の触媒作用によりニトロブルーテトラゾリウムを還元して青紫色のジホルマザンを生成する．560nmにおける

吸光度を測定することにより生成したジホルマザンの定量を行い，別途作成したLDH活性と吸光度との検量線

から，細胞から放出されたLDH活性量を測定するものである．LDHの活性は，25℃で 1 分間に 1μmolの乳酸を

生成する酵素量を 1unitと定義した． 

 吸着実験に供した活性炭は，粒径 8～32 メッシュ・ヤシ殻製（ナカライテスク）を粒径 1~2mm となるよう

ふるい分けし，これをイオン交換水で充分に洗浄した後，105℃で乾燥したものである．吸着実験は以下の手

順で行った．すなわち，Milli-Q で試料水の濃縮物を希釈した後，撹拌子とともにガラス製バイアル瓶に密閉

し 20℃に設定したインキュベーター内で保温した．2 時間が経過した時点で予め準備した活性炭を所定量添加

して密栓し，インキュベーター内に設置したスターラーで 8 時間撹拌した．引き続いて活性炭を遠心により除

去し，その上清を先に述べた固相抽出法により濃縮して，これを細胞毒性試験に供した． 
 キーワード 細胞毒性，活性炭，LDH アッセイ，正常ヒト表皮角化細胞  
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３．結果と考察 

 河川水及び下水処理場放流水の有する細胞毒性

を比較したものが，図-1 である．採水は 2007 年 5

月 19 日におこない， 200 倍に濃縮したものを 8

時間暴露した結果を，細胞 5,000 個あたりの LDH

活性で毒性強度を表したものである．琵琶湖・淀

川水系のひとつである桂川は京都市内を流れてお

り，市内では桂大橋が上流に位置し，下流位置に

宮前橋がある．比較のため，また流下過程での細

胞毒性強度の変化を知るため，桂大橋および宮前

橋にて河川水を採取した．また処理場 A の下水処

理放流水は桂大橋と宮前橋の間で放流されている．

また処理場 B では，高度処理としてオゾン処理が

取り入れられている．下水処理場放流水中の細胞

毒性強度は高いが，河川水の希釈によりその強度

が低下していることが伺えた．また一日あたりのフ

ラックスで考察する必要があるが，流下に伴い毒性

強度が増加していた．このことは下流域で河川水が

上水用に取水されている点から，注意を必要とする． 

図-1 河川水及び下水処理場放流水の細胞毒性 
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 図-2 は，活性炭に対する細胞毒性物質の吸着特性

を示したものでる．2007 年 12 月 6 日に，処理場 A

の放流水を採取し濃縮したものを実験に用い，3,250

個の細胞に暴露して求めた LDH 活性を，細胞 5,000

個あたりの unit 数で表現した．得られた結果を

Freundlich の吸着等温式で表現したものが，式-1 で

ある． 

05.15.0 Cq =   （式-1） 

ここで， ：活性炭 1g あたりの吸着細胞毒性強度

(U/g)，C：平衡細胞毒性濃度 (U/L)，である．C の

指数部の値が 0.1～0.5の場合には吸着が容易であり，

また 2 以上の場合には吸着が困難であるとされる．本実験では 1.05 であったことから吸着が困難であるとは

言えず，本研究で取り扱った細胞毒性物質は比較的活性炭に吸着されやすい傾向があることがわかった．また

このことは浄水操作における活性炭投入により，細胞毒性物質を吸着除去できることを示しており，活性炭処

理の効果のひとつであるといえよう． 

q

図-2 細胞毒性物質の活性炭への吸着特性
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４．まとめ 

 本研究では下水処理放流水の安全性評価のひとつとしてヒトの「接触」という側面から，正常ヒト表皮角化

細胞に対する細胞毒性試験を試み，河川水及び下水処理放流水を固相抽出により濃縮した試料の細胞毒性強度

を乳酸脱水素酵素の活性として表現した．その結果，河川では流下に伴い細胞毒性強度が増加し，また下水処

理場放流水はその強度が河川水と比較して高いことを明らかにした．本研究で取り扱った細胞毒性物質は，活

性炭に吸着されることを示し，その吸着特性を Freundlich の吸着等温式で表現した． 
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