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逆相高速液体クロ マ トグラフ ィ
ー に よ る尿中有機溶剤

代謝物の迅速定量

上森仁志
 

， 吉田貴三子，福本昌巳 ， 瀧内邦雄 ， 松浦脩治
＊

（王991 年 7 月 29 日受 理 〉

　逆 相 HPLC に よ る 尿 中有機溶剤代謝物 （HAs ）の 迅 速 で 信頼性の 高 い 定暈方法 を 確立 した．高純度

シリカ ゲル を 原料と し て合成 され た 高保持能 C18 充 て ん 剤，　 Wakosil　H −5Cl8 −100 を｛吏用 し，移動 相

溶媒 に 炭素数 2 以 ヒの 水溶性 ア ル コ
ー

ル を含む酸性緩衝液を使用す れば β一シ ク ロ デ キ ス トリ ン を添加

しな く ともメ チル 馬尿酸の rrt・一，　p一位置異性体 を効率 よ く分離す る こ と が 可能 と な っ た．標準添加 尿 を

里00 倍 に 希釈 し連 続 20 回 の 測定 で の RSD は ，保 持 時 間 ，ピー
ク 面 積 と も 1％ 以 下 と 再 現 性 に 優 れ，

10− 1000ng ／ml 注 入 範 囲 の 検 量 線 は 原点 を通 る 直線 と な り，相関係 数 0，999 以 hと 良好 な 結果 で あっ

た，こ の 方法を用い ，実際 に 有機溶剤 を取 り扱 っ て い る 作業者 の 尿中濃度 を測定 し，暴露の 程度を推定

し た ．

1 緒
、．＝

口

　 トル エ ン ，キ シ レ ン ，ス チ レ ン な どの 有機溶剤取 り扱

い 業務 に 従事 す る作 業者の 健康管理 の た め に は ，そ の 有

機溶剤 の 暴露の 程度を推定す る必要 が あっ た ．近年，こ

れ ら の 有機溶剤 の 尿中代謝物濃度 が 暴露 の 程度を推定す

る 良好 な 指標 と な る こ とが 見 い だ さ れ ，米国 に 次 い で ，

我 が 国で も，平成 元年度 よ り有機溶剤特殊健康診 断と し

て 有機溶 剤 の 尿 中代謝物濃度 の 測定 が追加 さ れ た．

　体内 に 吸収 され た トル エ ン，キ シ レ ン ，ス チ レ ン は 代

謝さ れ て，そ れ ぞ れ 馬尿酸 （HA ），　 o−
，
　m −

，
　p一メ チ ル 馬

尿酸 〔o −，tn −，　p−MHA ），
マ ン デ ル 酸 （MA ｝と な り尿中

に 排 せ つ さ れ，こ れ らの 濃度の 測 定 が HPLC 法 に よ り

実施 され て い る ．HPLC 法 に は，逆 相系 Cl8 充 て ん 剤

を使用 し．移動相 に は MHA の m −，　p一位置 異性体 を分

離 す る た め に β一シ ク ロ デキ ス トリン （β一GD 〕を添加し

た 方 Ult）や 充 て ん 剤 に セ ラ ミ ッ ク カーボ ン を使用 し た 方

法
2）が 報告 さ れ て い る．こ れ ら の 方法 に お い て ，β一CD

を使用 した場 合は カ ラ ム の 耐久性 や 移動相調製時の 溶解

度 が 問 題 で あ り，セ ラ ミ ッ ク カ
ーボ ン を使 用 し た 場合 は

検出感 度 が低 い こ と や ピーク の 形 状 が 悪 い な ど の 問題 が

あ る．今回，逆相系 （〕18 充 て ん 剤を用 い て 移動相 に β一

CD を添加 す る こ と な く，尿中の 代謝物 と そ の 尿中濃度

補正 の た め の ク レ ア チ ニ ン （CR ＞の 6 成分 を迅 速 に 測

＊
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　 町 6−1

定す る 方法に つ い て 検討 し た の で 報告 す る．

2 実 験

　2・1 試　薬

　標準晶 と して 利用 し た HA ，　MA ，　CR は 和光純薬工業

製 の もの を，o −
，　
m −

，
　p−MHA は東京化成工業製の もの を

使用 し た．蒸留水，移 動 相溶媒 は 和光 純薬 工 業製 の

HPLC 用 を使 用 し た．本研 究 に 用 い た そ の 他 の 試薬及

び 溶媒 は す べ て 試薬特級晶 で あ る ．

　2 ・2 装置及 び分析条件

　本 研 究 に は
， 島津 製 作 所 製 LG −6A 型 ポ ン プ，

SPD −6AV 型 UV 検 出器，　 CTO −6A 型 カ ラ ム オーブ

ン ，SIL −6A 型 オートサ ン プ ラ
ー，　 C −R4A 型 イ ン テ グ

レ
ー

タ
ー一

な どか ら戒 る HPLC 装置 を使用 し た ．

　分離カ ラ ム は金 属 イオ ン とキ レ
ー

ト形成能を有す る

MA の ピー
ク 形状 を よ り 鋭 敏 に 検出 す る 目的 と 規

．，か

MHA の 分 離 能 を高 め る 臼 的 で ，高 純 度 シ リ カ ゲ ル を原

料 と し て 合成 され た 高保持能 Cl8 充 て ん 剤，　 Wakosil

II−5Cl8 −100 （粒 子 径 ： 5pm ，細 ．孔 径 ： leoA ，　 C ％ ：

22％ ） を 内径 4．  mml 長 さ 20U　mm の ス テ ン レ ス カ ラ

ム に 充 て ん し，4  ℃ で 使用 し た，移動相 は 6mM オ ク

タ ン ス ル ホ ン 酸ナ トリ ウ ム を含 む 10mM リ ン 酸緩衝液

（pH 　2．4）92 部 と 2一プ ロ パ ノ
ー

ル 8 部 の 混合液 を 流量

1．  ml ／min で 送液 し
， 検出 は UV 　210nm で 行 っ た．
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　2・3　試料 の 調製

　標準試料 は 各 1mg を メ タ ノ
ー

ル 水溶液 （20％ v ／v ＞

lOOml に 溶解 し，又尿検体 は そ の まま メ タ ノ
ー

ル 水溶

液 （2  ％ v ／v ）で 100 倍 に 希釈 し，そ れ ぞ れ そ の 10　”1

を HPLC 装置 に 注 人 した．

Table 正 Re… 且uti ・ n 〔Rs） ・ ・d ・
鹽
ctenti ・ n ヒim・ ・t

’
　P−

and 　m −methyihippuric 　acids

Organic　solvent R、
Rctcntion　time ／min

p−MHA 　 m −MHA

3 結果及 び考察

　3 。1　分析条件 の 検 討

　分析時間 は 15 分 以内 と し，か つ ，p−，　m −MHA の 分

離能 （R。）を 1．2以上 と す る こ と を 口的 に 最適 分析条件

の 検討 を行 っ た．移勤相 に 使用 さ れ る有 機 溶 媒 の 種類 を

通常用 い られ る ア セ トニ トリル や メ タ ノ
ー

ル か ら 水溶性

で 低波長領域 に UV 吸 収 が 少 な い 溶媒 へ と 代 え て 検討

した結果，炭素数 2以．．ヒの 水溶性 ア ル コ
ー

ル 系 溶 媒 を

使 用 す る と き，β一CD を 用 い な く て も p−，　m −MHA の 分

離 が 達成 さ れ る こ と が 分 か っ た．2一プロ パ ノ
ー

ル （IPA）

や t一ブチ ル ア ル コ ー
ル が効果的で あ っ た が，ベ …

ス ラ

イ ン の 安 定 性 や 臭 気 の 問題 か ら IPA を使用 し た．そ の

と き の 結果 を Table　1 に 示 した，

　リン 酸塩緩衝液 の pH の 変化 は HA ，　MA の 溶出位置

に 見 ら れ る 尿 か ら の 妨害 ピーク の 影響 を 囘 避 す る た め に

重要 な要素 と な り pH 　2．4 が 最適 と な っ た．そ の と き の

保持時間の 変化 を Fig．1 に 示 した．

　CR を別法で 測定 す る 場 合 は イ オ ン 対 試薬 の 添 加 を必

要 と しな い が，CR を も含 め た 同時分析 の 場合 に は添加

が 必 要 とな り，保持時間の 安定性 を考慮 に い れ オ ク タ ン

ス ル ホ ン
．
酸ナ トリ ウ ム を使 用 す る こ と に し た ．

15％ Acctonitrile

30％ Methanoi
l5％ Ethanol

B％ 1−Pr・pan・1
星0％　2闇Propand
4％　レButvi 　 alcoho 】

〔｝．60
．81
．正

1．2i
．41
．6

13．ll
 ．Ol2
．810
．OlO
．213
，8

Is．51
〔｝．413
．41

 ．51
 ．714
．6

　3 ・2　再現性 と直線性

　標準品を添加 し た 正常尿 を 100 倍 に 希釈 し連 続 20 回

の 測 定 （　100　n ，g／lO　pl 注 入 時）で の RSD は，保持時

間，ピ ー
ク 面積 と も 1％ 以 トと再現性 に 優 れ て い た．

そ の 結 果 を Table　 2 に ，又，そ の ク ロ マ トグ ラ ム を

Golumn 　 size ： 4．6　mmXl50 　mm ； Bu 飾 r ： 20　mM

phosphate　 bullbr（pH 　2．4）； Flow　 rate ： 1，0　ml ／min

at　40℃
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；
＝
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Fig ・1HAs

　in　 urine

2．3　　　 2．4　　　 2．5　　　 2．6

pH

The 　 effect　 of 　pH 　 on 　the　 rctcnt ．ion　 times　 of

○ ： HA ，△ ； MA ，◇： o−MHA ，▼ ： unkown 　 l，● ：

unknQwI12 ； HPLC 　しonditlons ： column
，
　 Wakosil

II−5Cl8 −10  （4，0　mm × 200　mm ）；mobiic 　phase ，8％

2−propanol ／よOm 込！1−phosphate　bun℃r　cD 冂 〔ainillg 　6
mM −1−octancsul 「bnic　ucid 　sodium 　salt ；How 　rate ，しO

ml ／mi ・ ； ・ ・ 1・ mn 　t・ mp ・ r・ t・ ・ c，40℃ ； d・t・・t。・，　 UV

（210nm ）

TablC　2Reproducibilitics　of 　retention しime 　and 　peak　area ／cach 　100　ng 　lnjection（π ＝20）

HA MA o−MHA CR p−MHA m −MHA

1
”

SDRSD

ア
SDRSD

5．090
．0050
．  9

766655760

．75

　　　　Retcntion　time ／Mill 、
5．73　　　　　　　　　 7．10　　　　　　　　　　8．44
0，006　　　　　　　　　0．〔，〔〕7　　　　　　　　　 0．01
0」｛｝　　　　　　 0．且D　　　　　　　 O」2

　　 Peak 　arca （10011g　injection）
79188　　　　　　　　99656　　　　　　　　10且262
714　　　　　　　　　735 　　　　　　　　　930
D．90　　　　　　　　　0．74　　　　　　　　0．92

H ．830
．0嫉

0．12

1039418140

．78

12，390
．OI2

｛〕．lo

12866684
．60
，66
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Tabie　3　 Results  1
’
　thc 　determiIlatlon　of 　HAs 　in　urine 匡〕n 　v   lunteers　and 　BEI 　value

UrinCHA （g／gCR ）　 ．MA （g／［）

MHA （g／gCR ）

e一 P一 麗
嘗 Tuta1

CR （gA ）

No ，且

　 　 2
　 　 3
　 　 4

　 　 5

　 　 6
　 　 7
　 　 8

　 　 9
　 　 10BEI

0．280
．04

 、030
，220
．240
．04

（1．150
，230
，3 

o．062

、5

｛〕．04

0，020
．04

 ．35

 ，03

0．  3Lo

o．o｝

0つ IO
．02

0．020
．020
．Ol

O．02

O．Ol

DOOO

0．Ol

0．Ol

0，01

0，  lO
．G20
．03

0，020
．03

 ．020
，0夏

0 ．031

．5

！．292
．0 
L860
，61L6Ll

．742
，35L36

 ．431
．45

CR ： creatinine

；23 65

睡．誌焦、．∫
〜

B」一」 ｝ 　弾

A

は　103．0± 1．4％，o −MHA 　は 　97．7± 0．フ％ ，CR 　は

98 ．2 ± 〔1．8 ％，p−MHA 　は　99．9± 1．0％，　m −MHA 　は

1｛｝0．3± 0、5％ と良好 な 回 収率を示 し た．

0 5　　　　　 10　　　　　15

　 　 Retention　time ／min

20

Fig．2　Ghromat 〔，grams 　of 　a　urinc 　sample （A ）and 　 a

urine 　contaiuing 　standard 　sa 田 plc（B）

HPLG 　 condkions 　 are 　 as　 shown 　in　Fig．1．　 The 　 elu

t沁 nbu 飩 r　is　l）H 　 2．4．　 Peaks： （1）HA
， （2）MA ，（3）

o−MHA ，（4）CR ，〔5）p−MHA ，（6）規
一MHA

Fig．2 に 示 し た．10− looe　ng ／注人 範囲 で ピー
ク 面積 と

濃度の 聞 に は 直線関係 が 存在 し，相関係数 は 0．999 以 土

と良好 な結果を示 し た．

　3 ・3　添加 回収

　1．Oml の 健常人尿 に 各 1．Omg の 標準品 を添加 して 回

収率 を 測定 し た結果 （η
＝5），HA は 99．3± O．5％，　MA

　3 ・4　有機溶剤取扱作業者の 尿中濃度測 定

　有機溶剤取扱作業 に 従事 して い る 試験 ・研究者 10 名

の 尿中濃度 の 測定に 適用 し た 結果 と，米国で 規 定 きれ て

い る 限 界 濃度 Bi【｝logical　Exposurc　Indices（BEI 値 ）を

Table　3 に 示 し た，こ れ らの 結果か ら有機溶剤 の 暴露 は

極 め て 低 く，作業環 境 ， 取 り扱 い に は 十分 な配 慮 が な さ

れ て い る こ と が分 か る．又現在，MHA 濃度 は 総量 で 規

定 さ れ て い る が，o −，　m −，か MHA へ の 代謝率 は 個人個人

に よ り異 な っ て お り，こ の 代 謝 率 の 違 い と病態 と の 間 に

相関関係 が あ る な らば，個別定量の 重要性 は 更 に 増 して

くる もの と考 え ら れ る．以上 木法は簡易 に有機溶剤代謝

物 の 尿 中濃度 を 測定 す る こ とが で き，臨 床 の ス ク リ
ー

ニ

ン グ検査 と して 十分適 用 で き る 測定法 と言 え る ．

　　　　　　　（男暴 繕 糟 醜 纛つ
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  We  havc dcveloped an  improved rnethod  for the  determination of  organic  selvent

metabolites  (HAs), hippuric acicl (HA), mandelic  acid  (MA), o-methylhippuric  acid  (o-
MHA),  m-meLhylhippuric  acid  (m-MHA), P-methylhippuric acid  (P-MHA) and  creati-

nine  (CR), in ur{ne  by rcversed  phase  HPLC.  The  separation  was  carricd  out  with  a

stainlcss-steel  column  (4.0mmX200mm) packed  with  Wakosil II-5C18-IOO and  8%  2-
propanolflOmM  phosphate buffer (pH2.4) containing  6mM  1-octancsulfonic acid

sodium  salt  as a mobilc  phase (I.Oml/min). A  UV  monitor  (210nm) was  used  for
monitoring.  Reproducibility of  this method  was  excellent.  Calibration plots between 10
and  1000 ng/iniection  were  linear and  passed through  the origin  ef  the  coordinate  system,

This method  was  used  for thc  dctcrmination of  HAs  in urine  on  
voluntccrs.

                                                    (Reccivcd July 29, 1991)
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