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緒 言

トルエ ン,キ シ レン等 の有機 溶剤 は,産 業現

場 で広 く利 用 され てい る.有 機 溶剤 に暴 露 され

る とその種 類 によ って尿 中に 各種代 謝産物 が排

泄 され,こ れ らの尿 中代謝 産物 の量 か ら,有 機

溶剤 の暴露 状況 を評 価す るこ とが で きる.こ の

よ うはこ生体 試料(尿,血 液,呼 気 等)中 の有害

物質,ま たは その代 謝産 物,あ るいは その有害

物質 に よって 引 き起 こされ た影 響(生 化 学的変

化)の 測定 値 か ら,労 働衛 生 管理 のため の予 防

的情報 を得 るこ とを生物 学的 モニ タ リン グ と呼

ん でい る1).さ らに,生 物 学 的モ ニ タ リン グは,

 dose-monitoring(有 害物 質 の吸収 量の評 価)お

よびeffect-monitoring(有 害 物質 に よる初期 の

生体影 響 の評価)に 分 け るこ とが で きる.生 物

学的 モニ タ リン グは,呼 吸器 系か らの侵 入 だけ

で はな く,経 皮,経 口等 あ らゆ るル-ト か らの

暴露 を評価 の対 象 としてい る.

労働 衛生 管理 を進 展 させ るため には,作 業環

境 と作 業者 との関 わ りを明 らかに す るこ とが 重

要 であ るが,そ の ため には 多 くの 情報 が必要 で

あ るこ とは言 うまで もない.生 物学 的 モエ タ リ

ングに よる情報 は,作 業環 境 測定 及び健康 診 断

に よる情報 と ともに不可 欠 な もの と考 え る.

有機 溶剤 に対す る生物学 的 モニ タ リン グの生

体 試料 と して,尿,血 液,呼 気等 が利用 で きる

が,採 取 の しやす さ,保 存の しやす さか ら考 え

て,尿 が最 も有効 であ る.ま た,一 般 に有機 溶

剤 は,尿 中に代謝 産 物 として排 泄 され る割 合が

多 いので,尿 試料 の測定 値が 暴露量 の推定 に有

利 であ る.

有機 溶剤 中毒予 防規 則の改正 に よ り,有 機 溶

剤特殊 健康 診断 に尿 串代 謝産物 の測定 が採用 さ

れ,平 成 元年10月1日 か ら施行 され ること とな

っ た2).作業環 境管理 な どの労働 衛生 対策の進 展

にこよ り,労 働 者 の有害 因子へ の暴露状 況は,高

濃度 暴露 か ら,よ り低 濃度暴 露へ と変 化 して き

た ため,従 来の検 診項 目で は,対 応 しきれ な く

な ったの が現状 であ った.こ のため,健 康障 害

が発 現す る前段階 に有害物 に よる健康 影響 を把

握す る－ ① 有 害物 の体 内摂 取量 の把握,②

有害 物質 に対す る生体 反応 の把 握,③ 有害物 質

に よる早期 の健 康 障害の把握 － という観 点か

ら今 回の有 機溶剤 健康 診断 の改正 とな った.

尿 中代謝 産物 測定の実施 に当たって通達3)等が

公表 され てい るが,実 務 上,検 討すべ き問題 点

が 多 くあ ると考 え る.本 研究 では,尿 中代 謝産

物測 定 を より精 密化 し,現 場 に適用 で きる こと

を 目的 として,ト ルエ ン,キ シレンお よび スチ

レン取扱 作業者 の尿 中代謝産 物 を測 定す るため

はこ,① 簡 便かつ精 度 よ く同 時に測定 で きる高速

液体 クロマ トグ ラフ法(HPLC)の 開発,② 尿

試料 の保 存方法,③ 尿 中濃 度の補 正法 一 に

つ いて検 討 を行 った.
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材 料 と 方 法

1. 高速 液体 ク ロマ トグラ フ(HPLC)に よ る尿

中代謝 産物 とク レアチ ニ ンの 同時 測定法

1) 試 薬

1-デ カンス ルホ ン酸 ナ トリウム(イ オ ン雌 ク

ロマ トグラ フ用,東 京 化成),ア セ トニ トリルお

よび メタ ノー ル(液 体 クロマ トグ ラフ用,和 光

純藥),リ ン酸 一 カ リウムお よび リン酸(特 級,

和光 純薬),馬 尿酸,メ チル馬尿 酸お よびマ ンデ

ル酸(東 京化成),ク レアチニ ン(和 光純 薬)を

用 い た.

2) HPLC条 件

カラム:ス テン レス製 φ4.6mm×L150mm,充

〓剤: TSKgel ODS 80Tm 5μm (TOSOH

製),検 出 器: UV 225nm (UV8010, TOS0H

製),流 速:0.7me/min,圧: 100kg/cm2(ポ ンプ;

 CCPM, TOSOH製),注 入量: 10μe (オー トサ

ンプ ラー: AS8000, TOSOH製),移 動 相:最

適 条件 の検討 の結 果以下 の移動 相 を使 用 した.

[20mM KH2PO4 (pH 3.3,リ ン酸 で調整)+3

mM 1-デ カンスルホン酸ナ トリウム1/CH3CN=

85/15.

3) 尿 試 料

トルエ ン,キ シレンお よびエ チルベ ンゼ ンを

使 用 してい る塗料 製造 工場 の作業 者の作 業直後

尿 を採 取 した.分 析 日まで冷 凍保 存 した.

4) 尿 の前処理

尿 をメ タ ノー ル+水(1+1)で100倍 希 釈 し,

遠 心 分 離(3000rpm×10分)後,そ の 上 清 を

HPLCに 導入 した.

2. ろ紙 によ る保 存 および冷凍保 存

ろ紙法 の最適 条 件 を決 め るためはこ標 準物質 で

あ る馬 尿酸(HA), o-メ チル 馬尿酸(o-MHA),

 m-メ チ ル 馬尿 酸(m-MHA),マ ンデル酸(MA)

お よび クレアチ ニ ンの水 溶液 お よび添 加尿 を用

いて以 下の検 討 を行 った.

1) ろ紙の 材質及 び大 きさ

吸水 性の あ るろ紙 とい うこ とか らペ ー パー ク

ロマ トグラ フ用 ろ紙(東 洋50)を 使 用す るこ と

に した.ま た,大 きさにつ いて は,保 存 の際 に

か さば らず,扱 い易 い とい うこ とで10mm×50mm

に決め た(図1).

図1　 ろ紙 を用いたspot法 及 びdip法 による尿試

料の保存

2) 試料 のろ紙へ の吸収 方 法4)

代 謝産物 濃度 をクレアチ ニ ン補正 濃度(g代

謝産 物/g・ クレアチ ニン)で 表現 す る場合,代

謝産 物 とクレアチ ニンの 同時HPLC法 を用 いれ

ば,ろ 紙 に吸収 され た尿量(体 積)の 違 い は,

理論 的 には無視 で きるが,吸 収 され た尿量が余

りに違 いす ぎる と定量 範 囲や定量 下限 が試料 ご

とに大 き く異 な るこ とに な るの で,分 析 乎法 と

して は同程度 の試料 量が得 られ るよ うにす るこ

とが望 ま しい.し たが って,試 料 量 のバ ラツキ

を小 さ くできる方 法 として ①spot法 および ②

dip法 考案 した.

① spot法

マ イ クロ ピペ ッ トを増 い て正 確 に尿50μeをろ

紙 に吸収 させ,乾 燥 後,ア ル ミホイル で包 み保

存す る(図1),

② dip法

ろ紙 を下か ら10mmの 位 置 まで尿 中に侵 し,尿

が毛 細管 環象 で液面か ら6mm上 昇 した ときに ろ

紙 を引 き上げ る. spot法 と同様乾燥 後 アル ミホ

イルで 包み保 存 す る(図1).

3) ろ紙 の乾燥

考察 で述べ る よ うにころ紙 中 に水分 が あ る と細

菌 が繁殖 し易 いの で十分 に乾燥 させ る.す なわ

ち,室 温 で3～4時 間放 置す るか,ま た は ドラ

イヤー で乾燥 させ た.
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4) 目的物 質 の ろ紙 か らの溶 出

HA, MHAは,水 に溶 け に くいが メ タ ノール

に よ く溶 け る.一 方,ク レアチ ニ ンは水 に よ く

溶け る.こ れ らを同時 に ろ紙か ら回収 す るため

に,メ タ ノー ル+水(1+1)を 抽 出溶媒 に選 ん

だ(HA, MHA, MAお よび クレア チニ ンの標

準 液 を調 製す る際 に,各 々10g/e程 度の 高濃度

であ って もメ タ ノー ル+水(1+1)を 用 い る と

容 易 に かす こ とが で き る).す なわ ち,ろ 紙 片

を試験 管 に入れ,メ タノー ル+水(1+1) 5me

を加 え,超 音波 洗浄 器 で15分 間溶 出 させ,遠 心

分 離(3000rpm×10分)後,そ の上清 をHPLC

に導 入 した.

5) 保 存期 間 お よび保 存温度

ろ紙の保 存場所 の温 度条件 として(1)室 温(20

-30℃),(2)冷 蔵(4℃:冷 蔵 庫)で 回収 率 の経

時変 化お よび再 現性 を検 討 した.

6) 回収率 お よび再 現 性の検 討

有機溶 剤 の非暴 露尿 にMA, HA, o-MHA,

 m-MHAよ び ク レア チニ ン を各 々1g/eと

な るよ うに標 準物 質 を添加 した(以 下 添加 尿 と

い う)。 この添加 尿 をspat法 お よびdip法 に よ

りろ紙 に吸収 させ,室 温 で4時 間嵐 乾後各 々 を

ア ル ミホ イル で包み,室 温 お よび冷蔵保 存 した.

7, 14, 30日 後,ろ 紙 を10me試 験管 に採 り,メ

タノー ル+水(1+1)5meを 加 え,超 音 波洗浄

器 で15分 間 溶 出 し,遠 心(3000rpmx10分)後,

その上 清10μeをHPLCに 導 入 した。

7) ろ紙法 の現場 へ の適用

塗料 製造工 場(A工 場)の 作業 者36人 の尿(作

業後尿, 7月 に採 尿)を 綱 い て,尿 試料 の保 存

一 冷 凍保 存お よびdip法 に よるろ紙 保 存 一

の有効性 につ いて検討 した.

3. 尿 中代謝 産物 濃度 の補 正

1) 有機 溶 剤作業 者 の尿 中濃度 の補 正に つ いて

有機 溶剤使 用工 場 で,尿 中代 謝巌 物測 定お よ

び個人 暴露 濃度測 定 を行 い,尿 中濃 度の 補正,

デー タの取 扱 い方 に つ いて検討 した.

(1) 測 定実施 工場 等

A工 場 …… …塗料 製 造工場(調 合,混 練,缶

詰 め作業),① 1987年12月 に実施,測 定作 業者:

男10人,年 齢: 40±11, ② 1988年7月 に実施,

測定 作業 者:男36人,年 齢40±12

B工 場 …… …建築 用 ボー ド製 造工場(接 着剤

塗布,接 着 作業), 1987年7月 に実施,測 定作 業

者:男12人,年 齢:26.7±7.8

(2) 尿 試 料(測 定対象 物質:馬 尿 酸 お よび

メチ ル馬尿酸)

Aお よびB工 場 とも終 末作 業 日の作業終 了

時 に ポ リエ チレ ン瓶 に採取 し,そ の場 で尿 比重

を測 定 し,冷 蔵 運搬,分 析 日まで凍 結保 存 した.

(3)尿 の分析:尿 を メタ ノー ル+水(1+1)で

100倍 希釈 し,高 速液体 クロマ トグラフに よる尿

中代 謝産 物 とクレアチニン の 同時測定 法 を用 い

た。

(4) 個 人暴露 濃度測 定:測 定 日の作業 開始時 か

ら終 了時 まで,各 作 業者 の襟元 に有機 ガ スモニ

ター(プ ロテ ッ クG-AA型)を 装 着 し,二 硫 化

炭素 で有機 溶剤 を脱 着 し,ガ ス クロマ トグラ フ

を用 いて時 間加 重平均 濃度 を求 め た.

2) 運動 負荷 に よ る縁 中馬尿酸 濃度 の変動

有機 溶剤非 暴露者 の運動 負荷 前後 の尿中HA

濃度 を測定 し,運 動前尿 中HAの 正常値 と,運

動後尿 中 のHA濃 度 を比較 し,尿 の濃 淡はこよ る

影響 を小 さ くす るため の尿 中濃度の補 正法 につ

いて検 討 した.

(1) 試料 および測 定方法

a) 試料:バ レー ボー ル部 に所 属す る学生(女

子, 18-22歳, 13人,有 機 溶剤 の暴 露は ない),

バ レー ボ-ル の練 習(9: 00-12: 00, 9月 に実 施)

前後 の尿 を採取 し,規 場 で尿 地重 を測定 し,分

析 日まで冷 凍保 存 した.

b) 尿 中馬尿酸 お よび クレアチニ ンの測定:尿

をメタノール+水(1＋1)で1009音 希 釈 し, HPLC

で分 析 した.

3) 24時 間尿 とスポ ッ ト尿 の比較

有 機溶 剤非暴 露者 のス ポ ッ ト尿 を24時 間に わ

た り,採 取 し,尿 比重,ク レア チニ ン,馬 尿酸

等 につ いて, 24時 間尿 値 とス ポ ッ ト尿値:を比較

検討 した.な お, 24時 間尿値 は,各 々 のス ポ ッ

ト尿 値 とその体積 か ら計算 で求め た.

結 果

1. HPLCに よ る尿 中代 謝 産物 とク レアチニ ン

の同時 測定法

クレアチニ ンのHPLCに よる保持 時 間(Rt)
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図2　 イ オ ン対 濃度 と高速 液体 クロマ トグラ ム

[イ オ ン対濃 度] A): 0mM, B) 0.5mM, C) 1mM, D) 3mM, 1:マ ンデ ル酸(MA), 2:馬 尿

酸(HA), 3: o-メ チ ル 馬尿 酸(o-MHA), 4:m-メ チ ル馬 尿酸(m-MHA), 5:(m+p)-メ チ ル

馬 尿酸, 6:フ ェニ ル グ リオ キシ ル酸(PGA), C:ク レア チ ニ ン

図4　 有機 溶 剤 の尿 中代 謝 産物 の紫外 部 吸 収 スペ ク

トル

対 照:メ タノー ル,セ ル:石 英 製10㎜ ×10mm

図3　 有 機 溶 剤暴 露 者 尿 の高速 液 体 クロマ トグラム

[暴 露濃 度]ト ルニ ン: 70ppm, o-キ シ レン:

 6ppm, m-キ シ レン:　25ppm, p-キ シ レン: 10ppm,

エ チ ルベ ンゼ ン: 15ppm(8時 間荷 重平 均 濃度)

[代 謝産 物 濃 度] MA: 0.22, HA: 1.7,

 o-MHA: 0.15,(m+p). MHA: 0.56,ク

レアチ ニ ン: 0.83g/e(作 業 直後 尿)

は,移 動 相にこ添加 したイ オ ン対濃 度に よって変

化 した,移 動相 の成分 中,イ オン対試 藥(1-デ

カ ンスル ホン酸ナ トりウム)の 濃度 を0～3mM

と変化 させ,他 のHPLC条 件 が同 じ場 合 の

HPLCク 饗マ トグラムの変化 を図2に 示 す,ク

レア チニ ンは,尿 中にこ必 ず存在 す るの で,一 番
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表1　 ロ紙による保存(spot法):回 収率の経時変化

注　 1) オ リジナ ル 濃度(1g/e)を1.00と した.(平 均 値 ±標 準 偏差, n=5.)

2) オ リジナ ル 濃度 と保 存後 の 濃度 の 平 均値 を比較(宅 検 定)し た と き,
*: p<0

.05, **: p<0.01, ***: p<0.001の 危 険率 で 有 意差 有 り.

表2　 ロ紙 に よ る保 存(dip法):回 収 率 の 経時 変 化(ク レアチ ニ ン比)

注　 1) オ リジナ ル濃 度(1g/g・cre)を1.00と した.(平 均値 ±標 準偏 差, n=5)

2) MA:マ ンデ ル酸, HA:馬 尿 酸, MHA:メ チ ル馬 尿酸

3) オ リジナ ル濃 度 と保 存 後 の 濃度 の 平均 値 を比較(t検 定)し た とき,
*: p<0 .05,**: p<0.01,***: p<0.001の 危 険率 で有 意 差有 り.

表3　 ロ紙 に よる保 存(spot法, dap法): 60時 間冷 蔵 保 算後 の 変動 係数(CV%)

[単位:%]

注) MA:マ ンデ ル酸, HA:馬 尿 酸, MHA:メ チ ル馬 尿酸(n=5)

():ク レア チニ ン補正 値
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最後 に ピ一 クが出 る よ うはこす る と分析 の終 了が

わか りや す い とい うこ とか ら,尿 中代 謝産物 と

クレア チニ ンの同 時測定 法 と して,こ の系 では

1一デ カ ンスル ホン酸ナ トリウム濃 度, 3mMを

採 用 した.こ の方 法 に よる有機 溶剤 暴露者 尿の

HPLCク ロマ トグラム を図3に 示 す.こ の系 で

は, m-MHAとp・MHAを 分 離す る ことはで き

ないが,測 定波 長 を225nmに す る と両者 の モル

感 度が 一致 す る5)ので(m＋p)-MHAの 総 稲 と

して測 定 で きた(図4. UVス ペ ク トル参 照).

また,ク レアチニ ンの測 定値 につ いて,本HPLC

法 と一般 に よ く用 い られ てい るJaffe法 を応用

した自動分析 器(日 立726型)の 結 果 を比較 した

ところ,ク レアチニ ン濃度0.5-4.0g/eの 範囲

で,相 関係数r=0.997,回 帰式y=0.029+1.00

x (nニ36, x: HPLC法, y: Jaffe法 に よる自

動 分析 器).で あ り,両 測定値 は よ く一致 した.

表4　 トルエ ンおよびキシレン暴露尿によるオ リジナル濃度 と保存後の測定値の相関および回帰式

注　 1) x:オ リジナ ル 濃度(g/g・cre), y:保 存 後 の 濃度(g/g・cre), n=36.

2)(-):相 関 係 数rの95%信 頼 区間

2. ろ紙 に よ る保 存 お よび冷 凍保 存

ろ紙保 存: spot法 での 同収 率 を表1に 示す.

表中 オ リジナ ル と言 うのはま,ろ 紙 に吸収 させず

に尿 を メタ ノー ル+水(1+1)で1/100に 希釈

し,直 接HPLCで 分析 した値 で ある.こ の オ リ

ジナ ル濃度 を1と して,回 収率 を求め た.そ の

結 果,室 温保 存 で1週 間,冷 蔵 保 存で1ヵ 月は,

安 定 であ った.ク レアチニ ンは他 の尿 中代 謝産

物 に比べ て劣化 しやす い傾 向に あ り,回 収 率が

0.95以 上 あれば保 存性 が よい と判 断す る と室温

保 存 での 回収 率が2週 間以降 で0.95以 下 と悪 く

な った.次 にdip法 の回収率 の経 時変化 を表2

に示す. dip法 の場合,そ の操 作上,ろ 紙 に吸収

させ た尿量 がspot法 に 比べ て ば らつ くの で,ク

レアチ ニ ン比 で表 した.そ の結果 は, spot法 と

同様,室 濃保 存 で1週 間,冷 蔵保 存で1ヵ 月は

安 定 であ った. dip法 で室 温保 存の場 合,日 数が

組 つにつれて 回収率 が上 昇 して100%を 超 えてい

るの は,ク レア チニ ンの分 解 が他 の代 謝産 物 よ

り速 いため であ り,そ の結果,ク レア チニ ン補

正値(ク レアチ ニンで割 った値)と しての回収

率 は高 くなった.

さ らに, 60時 間冷 蔵保 存後 の測定値 の再 現性

を変動係 数%で 表 したものを表3に 示す. spot法

お よびdip法 ともcv%<5%の よい再現性 で

あ ったが,各 々の再 現性 は,ク レアチ ニン比 を

とるこ とによっ てさ らに良 くな った.

HAお よびMHAの オ リジナル濃度 と6ヵ 月

冷凍保 存後,ろ 紙保 存1週 間(室 温)保 存後お

よび,ろ 紙保 存2週 間(冷 蔵)保 存 後の測定値

を比較 した.表4に これ らの相 関 お よび回帰 直

線の武 を示す.こ こでMHAは, o, m, p-MHA

の合計 で ある.何 れ も相 関係数 は0 .99以上 で,

回帰 直線 は,ほ ぼ原 点 を通 り,その傾 きは1.00±

0.05で あ るので,何 れ もよい保 存性 を示 した.

3. 尿 中代謝産 物 濃度 の補 正

1) 有 機溶剤作 業 者の尿 中濃 度の補正 について

尿 中代謝産物 濃 度,有 機 溶剤 の個 人暴 露濃度,

尿比重 お よび尿 中 クレアチ ニ ン濃度 の測定結 果

(平均 値 ±標 準偏差)を 表5に 示 す.

尿 比重,ク レアチニ ン ともその測 定値 は, 7月

実施 のAお よびB工 場 の方 が12月 実施 のA工

場 よ り有意 に高か った.こ れは主 として季節に

よる尿 量の違 い によ る もの と考 え られ た。また,

各々 の工場 でのHAお よびMHA濃 度 の変動

係数(cv%)は,実1灘 値 よ り比重 お よび クレア

チ ニ ン補 正 値 の 方 が小 さ くな る傾 向 に あ っ た
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(ただ し, 7月 突施 のB工 場 のHAは 除 く).

表5　 有機溶剤値用工場 での測定結果一覧表

平 均値 ±標準 偏 差(cv%)

注　 ***: p<0.001の 危 険率 で平 均値 の差 に有 意 差有 り(t検 定),-: p<0.05で,有 意差 を認 め ない.

表6　 個人暴露濃度 と尿 中代謝産物濃度の相関孫数お よび回帰式

注　 1) 実 測 値(g/e),比 重 補 正 値(g/e: 1.020),ク レア チ ニ ン補 正 値(g/e・cre)

2) *: p<0.05,**: p<0.01,***: p<0.001の 危 険 率 で, xとyの 間 に 相 関 関 係 有 り(母 相 関 係数 ρ=0の 検 定).

3)(-):相 関 係 数 の95%信 頼 区 間.

また,個 人暴露 濃度 と尿 中代 謝産物 の相 関係

数 お よびそ の回帰 式 を表6に 示 す.ト ル エ ン:

 HA,キ シ レ ン: MHAと も相 関係数 は,実 測値

よ り,比 重お よび クレアチ ニ ン補 正値 の方 が よ

り1に 近 い値 とな った.

2) 運動 負荷 に よる象 中 馬尿 酸濃 度の 変動

測定 結果 の一 覧表 を表7に 示す.馬 尿酸 の実

測値 は,運 動後 尿の方 が運動 前 よ り高値 で あっ

た.ま た,比 重値 お よび クレア チニ ン濃度 も同
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機 に,運 動 後 の 方 が 運動 前 よ り高 値 で あ った

表7　 運動前後の尿の測定結果

注　 1) A:実 測値(g/e), B:比 重補正 値(g/e: 1.020), C:ク レア チ ニ ン補正 値(g/g・cre),前;運 動

前,後:運 動 後

2) 運 動 前後 の 測定 値 の平 均 値 の差 を比較(対 応 の あ る場 合 の 平均 値 の差 の検 定)を した と き,

・: p<0 .05,**: p<0.01,***: P<0.001の 危 険率 で有 意差 有 り.

3) 運 動 前後 の 馬 尿酸 の 実測 値,比 重補 正 値 お よび ク レア チニ ン補 正 値 の比 の平 均 値 を1と 比較(t検 定)

した とき,
+: p<0 .05,++: p<0.01の 危険率 で有 意差 有 り.

図5　 運動前後の尿比重 とグレアチニン濃度の比較

A) SGU(尿 比重)の 比ヒ較 ,B)ク レアチニ ン

濃度の比較

(図5).図6にHA濃 度 の実測 値,比 重補正

値 お よび クLア チ ニ ン補正値 の運 動前 後の比較

を示す. HAの 突測値 の ほ とん どは,対 角線 よ

り上 にプ ロ ッ トされた(図6A).す な わち,各

個人 のHA濃 度 は,運 動後 に 高 くなって いた.

比重補 正値 で も対角 線 よ り上 にプ ロ ッ トされて

い るが,薄 角 線か らの距離 は,全 体 的に,実 測

値 と比べ て小 さ くな った(図68),さ らに,ク

レア チニ ン補正 す ると各 々の 点は,対 角組 に よ

り近づ い た(図6C).し たが って,運 動前 後の

HA濃 度 の変 化 は,ク レア チニ ンお よび比量補

正す ると小 さ くなったが,特 に,ク レアチニ ン

補正 の方 が,そ の効果 が大 であ った.

3) 24時 間尿 とス ポッ ト尿 の比較

24時 間尿 とスポ ッ ト尿 の比 較 を表8に 示 す.

比重,ク レアチニ ンお よびHAと も24時 間尿 と

スポ ッ ト尿の平均 値は よ く一 致 した.ま た,ス

ポ ッ ト尿 中のHA濃 度 の 日内変 動(cv%)は,

実測 値 よ り比重補 正値,ク レア チニ ン補 正値お

よび排泄 速度の 方が小 さ くな った.

考 察

HPLCに よ る尿 中代 謝産 物 とク レアチニ ンの

同時測定 法 につ い て:生 物学 的 モニ タ りング

が衛 生管 理の轡 手法 として定着 しつつ あ り,特

に,ト ルエ ン,キ シ レン等 の芳 香族有 機溶剤 の
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尿 中代謝 産物 測定 は, HPLC法(UV検 出器付)

の発展 に よ り,広 く実用化 され るよ うにな って

きた.尿 中代謝産 物 濃度の表 現方 法 と して,実

測値 その ままでは な く,尿 の濃 さ(尿 量)に よ る

影響 を補 正す るため に比重 補正や クレアチ ニ ン

補正 す るこ とが提案 されてい る-AGGIHの

生物学 的暴 露指標(BEⅠ)で は,多 くの尿 中暴 露

指標 に対 して クレアチニ ン補 正 を採用 している6).

通 常,汎 用 されて い るODSカ ラム に よる逆

相分 配 クロマ トグラフ ィ一 では,ク レアチニ ン

は,保 持 時間(Rt)が 短 く尿 中の他 の 多 くの成

分 と重 なって しまい,定 量す るこ とは不可能 で

あ った.し か し,イ オン対 クロマ トグラフ ィー

を海用す るこ とに よって,ク レア チニ ンのRtを

大 き くす るこ とが で き, HA, MHA等 の尿 中代

謝 産物 と同時 に定量 す るこ とが で きた.す なわ

ち,ク レアチニ ンの よ うな イオ ン性物 質 は,移

動相 中の イ オン対 試薬 とイオ ン対 を形成 して,

電気 的 に中性 とな り,疎 水性 が増大 して逆 相用

液 相(ODS)に 分 配 され る ようtvな る.し たが

って,イ オン対試 薬の種 類お よび その濃度, pH

等 を調 整す るこ とに よって,そ のRtを 制御 す

るこ とが で きる.ク レアチ ユ ンの よ うな塩 基性

物 質に は,イ オ ン対 試薬 と して,ア ルキル硫酸

塩 または,ア ル キルスル ホ ン酸塩 を使用 す るこ

とが有 効で あっ た.

本HPLC法 は,尿 中代 謝産物 と クレア チニ ン

を岡時 に求 め るこ とが で きる。尿 中代謝産物 を

クレア チニ ン補正 値 で表す場 合,尿 中代 謝産物

(g/e)を ク レア チニ ン(g/e)で 割 るの で,

体 積(e)の 項は 消去 され る,し たが って,試

料の希 釈誤差 お よびHPLCへ の 注入誤差 が,無

視 で きるので,精 度 よ く尿 中代謝産 物の クレア

チニ ン補 正値 を得 るこ とが で きる.

図6　 運動 前後の尿中馬尿酸濃度 の比較

A) 実測濃度 の比較, B) 比重補正濃度(比重

1.020で 補正)の 比較, C) クレアチニン補正

濃度の比較.

ろ紙 による保存 および冷 凍保存 について:尿

試料 の保 存 に最 も影響 す るの は,細 菌 等に よる

分解 であ る.細菌 の働 きや 繁殖 を抑 え るために,

 ① キ シレン等 を加 えて表面 に膜 を作 り,空気 中

か らの落 下細菌 を防 ぐ. ② チ モー ル等 の防腐 剤

を加 え る. ③ 塩 酸,酢 酸等 を加 えて酸性 にす る.

 ④ 冷凍 す る.等 の保 存法 が従 来か ら行 われ て き

た.試 料 中に何 らかの試 藥 を加 える と目的物 ま

た は分 析 法に よって は,後 の分析 に妨 害 とな る
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こ とが あ る.し たが っ て,こ れ らの 中で も試料

に何 も加 え な くて よい冷凍保 存 が最 も実際 的で

ある. HA, MHAの 尿 中代謝 産物 につ いて も

冷凍保 存は非 常に有 効 であ る.

表8　 24時 間尿 と ス ポッ ト際の 比 較

*スポッ ト尿:平 均値 ±標準偏差(cv%)

一 方
,今 回,開 発 したろ紙 法では,尿 をろ紙

に吸収 後,乾 燥 し,水 分 の ない状態 で保 存す る

.尿中の不揮 発 性の物 質が保存できる-方

法 であ る.一 般 に,尿 は放置 して お くと細菌 が

繁 殖す るが,尿 が ア ルカ リ性 で あれば細菌 は繁

殖 し易 い.尿 を酸 性 に して保 存す るのは この た

め で あ る,尿 中 に 多量 に含 まれ てい るク レア チ

ニ ンは分解 す る とア ンモニ アが発生 し,尿 は さ

らに アル カ リ性 に傾 く.ろ 紙 中に水 分が 残 って

い る とクレアチ ニ ンは分解 し易 い7) 8).し たが っ

て,ろ 紙 を よ く乾燥 させて か ら保 存す る こ とが

大 切 で ある.乾 燥 保存 後の ろ紙 は,分 析 時に メ

タノー ル+水(1+1)で 超音 波洗 浄器 を用 いて

溶出 させ,そ の上 清 を直接HPLCで 分析 した.
"HPLCに よ る尿 中代謝 産物 とクレアチニンの

同時測 定法"を 併 用す れば精 度 よ く代謝 産物 の

クレアチ ニ ン補正 値 を得 るこ とがで きた.

ろ紙 保 存法は 次の よ うな特 長 を有す る, ① 保

存の際 に試 薬等 をまっ た く加 えないの で,後 の

分 析 で保存 試薬 の影響 を考 え な くて よい. ② ク

レア チニ ン と霧 時測定 が で きるので,簡 便 に代

謝 産物 の クレアチニ ン補正値 を得 るこ とが で き

る, ③ 代 謝産物 濃度 をク レア チニ ン補正 値(代

謝 産物/ク レアチニ ンの比)で 表現 す る場 合,本

法 で は,同 一 ク ロマ トグラムか ら代 謝産 物 とク

レアチニ ンが求 め られ るので,試 料 の希釈 誤差

お よびHPLCの 試料注 入誤差 が無視 で きる. ④

保 存お よび分析 の ため の操 作が簡 単 であ るので

多検 体 を処理 で きる.さ らに保 存試料 はか さば

らな いの で多検 体 を一 度 に郵送 す るこ とが で き

る.

尿 中代 謝産物 濃度 の補正 につ いて:今 回用

いだ"尿 中代 謝産物 とクレアチニンの同時HPLC

法"に よ って簡 便か つ精度 の よい尿 中代謝産 物

の クレア チニ ン補正値 を得 るこ とが で きた.尿

の濃淡 の補正 につ いては, A工 場(12月 実施)の

尿 比重 お よび クレアチニ ン濃度 は, 7月 実施 の

Aお よびB工 場 のそれ らよ り明 らかに低値 で

あっ た.こ の要 因 として,年 齢,作 業 強度 の差

等種 々の事が考 え られ るが,主 と して,季 節に

よる尿 量 の違 い(発 汗等 の差異)に よ るもの と考

え られ る.こ の よ うにご尿 の濃 さが種 々の条件 に

よって変動す るの で,こ の変動 の影響 を うけ な

い よ うに,尿 中代謝 産物 の実 灘値 は補 正 をす る

必要 があ ると考 え られ る.　Aお よびB工 場 と

も,各 工場 内の尿 中代謝産 物濃 度の ば らつ きは,

補正 をした方 が小 さ くな った。 また,比 重 また

は クレア チニ ンで補 正 した方 が暴露 濃度 と尿 中

代謝 産物 の相 関 が良 くな る傾 向 であ った.こ の

傾 向は,ク レア チニ ン補 正 の方が比 重補正 よ り

顕著 であ った.し たが って,現 場 のス ポッ ト尿

に.対して,ク レアチニ ン補正 は尿 の濃 淡の影響

を小 さ くす るの に有効 な補正 法 と考 え られ る.

有 機溶 剤非暴 露者の運 動後 尿 は,運 動 前尿 に
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比べ て,比 重,ク レアチニ ンお よびHAと も高

値 を示 した.こ の こ とは,運 動 負荷 はこよ って(発

汗 等 に よる)尿 が濃縮 され たため と考 え る. HA

の測定値 を正鴬 値 と比べ る場 合や,ト ル エ ン暴

露の指 標 とす る場合,実 測値 では尿 の濃 さの変

動 に よる影 響 をうけ て評 価 で きない.こ の尿の

濃 さに よ る影響 を小 さ くす るため には,濃 度 の

補正 が必 要 と考 え る,補 正 法 として,比 重補正

お よび クレアチニ ン補 正が 簡便 で有効 であ った

が,運 動 前 後 の尿 中HA濃 度 を比べ た場合,特

に運動後 尿 の よ うに 高濃度 に濃 縮 され た尿(一

般 に尿比 重1.030以 上,ク レアチニ ン濃度3g/e

以上)で は,ク レア チニ ン補正 の 方が比 重補正

よ りその前 後差 が小 さ くな った.

一方,有 機 溶剤 非 暴露 者個 人の24時 間 深 とス

ポ ッ ト尿 のHA濃 度 を比較 した場 合,ス ポッ ト

尿 中のHA濃 度 の 日内変動(cv%)は 比 重補正

及 び クレアチ ニ ン補 正す るこ とに よって,小 さ

くなっ た.

また, Alessio他9)は ス ポ ッ ト尿 に対す る尿 中

濃度 の補正 法 として,ク レアチ ニンお よび比重

補正 は,す べ ての物 質 に適用 で き るもの ではな

い として い る.特 に過度 に希釈 され た尿(比 重

1.010以 下,ク レアチニ ン0.5g/e以 下)お よ

び過度 に 濃縮 され た尿(比 重1.030以 上,ク レア

チ ニ ン3g/e以 上)に つ いて は,そ の測定値

を採用 せ ずに,再 度 採取 しなおす こ とを提案 し

て い る.ま た, Araki他10)は ス ポ ッ ト尿 の濃度

の補正 法 として尿流 量 と尿 中排 出物 質 の逆相 関

関係 か ら次式 に示す"尿 量補正 法"を 提 案 して

い る.

尿 量 補 正 濃 度=U×Vb,(U:尿 流 量

me/min, b:物 質 毎の定数, V:当 該物 質 の実測

値 μg/me)

Araki他 に よ る[b値]は,ク レアチ ニ ンが

0.67, HAが0.65で,非 常 に近 い値 で あるの で,

 HAに つ いて は,ク レアチニ ン補正 が有効 と考

え られ る. MHAお よびMAに つ いて, Araki

他 の報 告 中に は[b値]の 記載 は ないが いずれ

も, HAの[b値]に 近 い値 と推定 で き る.ク

レアチ ニ ン と排 泄機序 が似 て い る物 質,す なわ

ち,童 と して,糸 球体 濾過 に よ り排 泄 され る物

質 につ い ては,ク レアチ ニ ン補 正 は,有 効 と考

え られ る,一 方,メ タノー ルや窒 素酸 化物 の よ

うに尿細 管か らの拡散 に よ って排 泄 され る物 質

にこつ いて は クレアチニ ン補 正 は適切 ではない11).

結 論

生 物学 的モ ニ タ リン グの 際の尿 の保 存,運 搬,

尿量 補正 につ いて検討 した,特 に トル エ ン,キ

シ レン等 の有機 溶剤暴 露に対 す る尿の取 り扱 い

につ い て検 討 した.

1) 有機 溶剤の尿 中代謝 産物(ト ルエ ン→HA;

キシ レン→MHA;ス チ レン→MA)と 尿 中 クレ

ア チニ ン を特別 な筋処理 な しに同 時に測定 で き

る簡 便か つ精度 の よいHPLC法 を開発 した.こ

の方 法 を用い る と有機 溶剤 の尿 中代 謝産物 の ク

レァチユ ン補正 濃度 を簡 便 かつ精度 よ く求 め る

こ とが で きる.

2) 尿 を凍 結保 存 した場 合, HA, MHAお よび

ク レアチ ニ ンは, 6ヵ 月間安定 で あっ た.

さ らに,ろ 紙 を用 いた尿 の保 存方 法 を開 発 し

た.ろ 紙保 存法 と上述 の"尿 中代謝産 物 とクレ

ア チニ ンのHPLCに よる同時測定 法"を 組 み合

わせ るこ とに よ り,縁 中代 謝産 物 の クレア チニ

ン補正 濃 度 を簡便 かつ精 度 よ く求め る二 とが で

きた.

3) 有機 溶剤使 用工場 での実 測例 では,作 業 強

度,季 節 的変動 等が獄 中代 謝産 物 濃度,尿 比重

お よび ク レアチ ニ ン濃度 に大 き く関与す る と考

え られ た.し たが って,尿 の濃 さの程度 がHA,

 MHA等 の尿 中代 謝物 の評価 に影響 を与 え るこ

とが考 え られ た.尿 の 濃縮 の程 度 に よる影響 を

小 さ くす るため には,比 重補正 お よび クレア チ

ニ ン補正 が有効 であ った.

また,有 機 溶剤 非暴露 者尿 中のHAに つ いて,

運動 蘭後 の差異 を検討 した結 果,尿 比重 お よび

クレアチ ニ ン濃度 は,運 動前 よ り運動 後の 方が

有意 に高 くな った.こ れは,運 動後 に は発 汗等

はこよって,尿 が 濃縮 された ため と考 え られ た.

この場 合 も比重補 正お よび クレア チニ ン補 正 を

す る と, HAの 前後の 濃度差 は小 さ くなっ た.

これ らの事例 か ら,作 業 現場 で採取 したス ポ ッ

ト尿 中の代 謝産 物濃度 の実 際 的な表 現法 として,

比 重 補 正 お よ び ク レア チ ニ ン補 正(g/g・

creatinine)が 有効 で ある こ とが わか った.特 に
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運動 後尿 の よ うに高度 に濃縮 された尿 では,ク

レア チニ ン補 正 の方 が比重補 正 より有 効 であ っ

た.さ らに個 人の ス ポ ッ ト尿 中のRA濃 度 の 日

内変動(cv%)は ま比 重お よび クレア チニ ン補正

に よって,小 さ くな った.

4) 総括 と して,生 物学 的 モニ タ りングは,実

用化 の段 階 に入 って きたが,今 回我 々が 開発 し

たろ紙 に よる保存 法 は,現 場 での生 物学 的 モニ

タ リン グに大 き く意献 で きる もの と考 え る.さ

らに現 場 での スポ ッ ト尿 中濃 度 は補 正す る必要

が あ り,馬 深酸,メ チル 馬尿酸 お よびマ ンヂ ル

酸濃 度の補 正 には,ク レアチ ニ ン補正 および比

重補正 が有 効 であ る と考 え る.

本研究の実施にあた り,御 指導,御 校 閲を賜 りま

した岡山大学医学部公衆衛生学教室,緒 方正名教授

に対 し深 く感謝の意を表 します.

本論の要旨は,第61回 日本産業衛生学会および第

33圓 中四国合同産業衛生学会 で発表 した.
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Storage of urine samples and correction for metabolite concentration

in urine for biological monitoring of organic solvents
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An attempt was made to establish a method for the direct determination of urinary 
concentration of creatinine, hippuric acid (HA), methylhippuric acids (MHA) and mandelic 
acid (MA) by high performance liquid chromatography (HPLC).

For assays of stored urine samples, urine was spotted on filter paper or filter paper was 
dipped in urine. The filter paper was dried and kept several weeks, and then MA, HA, o-MHA, 

(m+p)-MHA and creatinine in the filter paper were eluted with 50 vol% methanol, and their 
concentrations were determined by the HPLC method.

The correlation coefficient found between the concentration of organic solvents (toluene 
and xylene) in the air and of the metabolites (HA and MHA) in workers' urine, corrected for 
creatinine and/or specific gravity, was higher than that between the organic solvent concen
trations and the uncorrected metabolite concentrations.

The ratio of HA concentration to creatinine concentration in the urine of students unex
posed to toluene after physical exercise was similar to that before exercise.

Individual spot samples of urine of unexposed subjects were measured for HA over 24-hours 
at appropriate intervals. When HA in these specimens was calculated with correction for 
creatinine and/or specific gravity, the variation coefficient was reduced.

In cases of spot samples of workers' urine, correction for creatinine and/or specific gravity 
is practically useful in both individual and group urine analysis. Especially in over concen
trated urine samples, satisfactory results can be obtained by correcting fer creatinine rather 
than correcting for specific gravity.


