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緒 言

モノクロロベ ンゼ ンは,主 にアニ リン,フ ェ

ノ-ル,ク ロロニ トロベ ンゼ ンなど主要な染料

中間体 として,ま たエチルセル ロース,ラ ッカ

ーなどの溶剤
,混 合溶剤 として,年 間2万3370

トン(1973年 度)程 度使用 されてお り1),そ の

主要代謝産物 として尿 中にメルカプツール酸抱合

体, 4-ク ロ ロカテ コールの グル クロン酸抱合体

及びエーテル硫酸抱合体が排泄 され る2) 3) 4).ま

た微量代謝産物 としてo-, m-, p-ク ロロフェノ

ール5)
, 2-ク ロロキノー ル5), 4-ク ロ ロカテ コール

メチルエーテル6)な どと,こ れ ら水酸化物以外

にも微量のSH, SCH3体 な どの含硫代謝産物 も

認め られている7) 8).一 方,作 業現場において,

作 業者への暴露量 と生体内へ の吸収 量 との間に

は,作 業者 による呼吸量の変動,マ スクの装着

等によ り,差 異が生 じる.そ して吸収量が中毒

の発生 と最 も深い関係 を有す るので,実 際に偉

吸収量が問題 となる.そ こで著者は,尿 中代謝

産物量の測定よ り,生 体 内への吸収量 を求め得

ると考 え,主 要尿 中代謝産物である,メ ルカプ

ツール酸抱合体は,直 接p-ク ロロフェニル メル

カプツール酸 として尿 か ら抽出 し, 4-ク ロ ロカ

テ コールの グルクロン酸抱合体及びエーテル硫

酸抱合体(4-ク ロ ロカテコール体)は,加 水分

解 した後の4-ク ロロカテ コールとして尿か ら抽

出 し,高 速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)

に導 入 し定量す る簡便 なHPLC定 量法につ いて

検討 した.

実 験 方 法

1.標 準品

P-ク ロ ロフェニル メル カプツール酸はdu

 Vigneaudら の方法9)に 準 じて合成 した. 4-ク

ロ ロカテコールは特級試薬(東 京化成)を 用 い

た.

2.試 料 尿

モ ノクロロベ ンゼ ン2mmoles/kgを ラ ッ ト

(体 重200g,雌)に 皮下注射 し, 24時 間毎に採

尿 した もの を用 いた.

3.抽 出

p-ク ロ ロフェニル メルカプツール酸の測定に

は,試 料尿1mlか ら,塩 化ナ トリウム飽和後,

塩 酸酸性下 工ー テル2mlで3回 抽出 した.エ ー

テル層 を集め濃縮乾固 し,抽 出物をエ タノール

に溶解 してHPLC分 析 に導 入 した. 4-ク ロ ロ

カテコールの測定 には, Smithら の方法10)を応

用 した.つ まり尿1mlに 塩 酸0.3mlを 加 え,沸

とう水浴中で3時 間加 熱 した.そ の後塩 化ナ ト

リウム を飽和 させ,エ ー テル2mlで3回 抽 出 し

た.エ ーテル層 を集め 濃縮乾固 し,抽 出物 をエ
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タノールに溶解 してHPLC分 析 に導 入 した.

4. 4-ク ロ ロカテ コー ルの吸収 スペ ク トルの測

定

標準 品のエタノール溶液 を日立100-50型 ダ ブ

ル ビー ム連続波長で測定 した.

5. HPLC条 件

p-ク ロロフェニル メルカプツール酸の場合は,

日立633型,カ ラム4mmφ ×150mm,充 てん剤Nu

cleosil 5C18,移 動 相エタノール:水:リ ン酸=

50:50:0.26,流 量1ml/min.,圧 力80kg/cm2,検

出UV254nmで 行 なった. 4-ク ロ ロカテ コール

の場合 は,日 立635型,カ ラム4mmφ ×150mm,充

て ん剤Nucleosil5C18,移 動 相 メタノール:水

=50:50 ,流 量0.7ml/min.圧 力105kg/cm2,検 出

UV285nmで 行 なった.

結 果

1. p-ク ロ ロフェニル メルカプツー ル酸の分離

及び定量性

a. HPLCに よる分離: Fig. 1に 示 す ように,

 HPLCチ ャー ト上でp-ク ロロフェニルメルカプ

ツール酸の標準品は,本HPLC条 件 では保持

時間5分 に ピー クを有していた(1-A).モ ノ

クロロベ ンゼン投与後ラッ ト尿 でも同 じ保持 時

間の位置に ピー クが認め られ(1-B),そ れ は投

与前尿 中の他の抽出成分(1-C)と は重 ならない

位置であった.

b. HPLCに よ る定 量性: Fig. 2に 示 よ う

に, p-ク ロ ロフェニルメルカプツ-ル 酸 の注入

量(ng)と, 254nmで の 吸収 におけ るピー ク高

(cm)と の 間に直線関係が認め られ, 5ng程 度

までの定量分析が可能 となった.な お本抽 出法

における尿中よ りのp-ク ロロフェニルメルカプ

ツール酸の回収率は1mg/ml添 加 尿 で98.7±2.5

%(mean± σn)で あ った.

2. 4-ク ロ ロカテコール の分離及び定量性

a. HPLCに よる分離: 4-ク ロ ロカテ コール

の グル クロン酸抱合体 とエーテル硫酸抱合体 を

加水分解 した後 の4-ク ロロカテ コールは285nm

付 近 に極大吸収があ ったので, HPLCで 分 離後

の検 出には285nmで の 紫外部吸収 を用 いた. H-

PLCチ ャー トでは, Fig.3に 示す ように,標 準

品(3-A)と 同 じ保持 時間約8分 の位置にモ

Fig. 1. High-performance liquid chromatogram 

of p-chlorophenylmercapturic acid.

A: authentic sample.

B: extract from urine of rat received

monochlorobenzene.

C: normal urine of rat.

ノクロロベ ンゼ ン投与後ラ ッ ト尿中成分が認め

られ(3-B),そ れ は投 与前尿 中の他 の成分(3-

C)と は重 な らない位置であった.な お本抽出

法による1mg/ml添 加 尿か らの4-ク ロ ロカテコ

ールの回収率は
, 98.91±0.39%(mean± σn)で
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Fig. 2 Calibration curve of p-chlorophenylmerca

pturic acid.

あった.

b. HPLCに よる定量性: Fig. 4に 示すよう

に, 4-ク ロロカテコー ルの注入量(μg)と285

nmで の 吸収におけるピー ク高(cm)と の 間に

直線関係が認め られ, 0.3μg程 度 までの定量分

析が可能 となった.

Fig. 4 Calibration curve of 4-chlorocatechol.

考 察

モノクロロベ ンゼ ンの代謝経路 をFig. 5に 示

すが,こ の うち主要尿中代謝産物は, p-ク ロ ロ

フェニルメルカプツール酸 と, 4-ク ロロ カテ コ

ール体 であ り
,そ の投与量 に対する排泄率 はウ

サ ギ経ロ投与の場合で,そ れ ぞれ25%, 27%で

あ る11).こ れ らの代謝産物 について,前 者は直

接尿か ら抽出 し,ま た後者 は加水分解 した後の

4-ク ロロカテ コール として, HPLCに て 簡便

Fig. 3 High-performance liquid chromatogram of

 4-chlorocatechol.

A: authenic sample

B: extract from hydrolyzate of urine of 

rat received monochlorobenzene

C: normal urine of rat

な定量分析 が可能 となった.定 量感度 も良 く,

特 にp-ク ロロフェニルメル カブツール酸は5ng

程 度 までの定量が可能 であ り,モ ノクロロベ ン

ゼ ンの尿中代謝産物の定量にHPLC法 は た い

へ ん有効である と思われ る.ま た本定量法を利

用 して モノクロロベ ンゼ ン投与量 と,尿 中代謝
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Fig. 5 Scheme of metabolism of monochlorobenzene.

産物量 との間の関係 を調べ,こ れ らの代謝産物

がモ ノクロロベ ンゼン暴露量の指標にな りうる

かにつ いて,ま たこれ ら代謝におけ る種属差に

つ いて,現 在検討 中である.

結 論

モノクロロベ ンゼ ンの主要尿 中代謝産物 であ

るp-ク ロロフェニルメルカプツール酸 と,グ ル

クロン酸,エ ーテル硫酸抱合体 を加小分解 した

後の4-ク ロロカテコールのHPLCに よる定量法

について検討 し,以 下の成績 を得た.

1. p-ク ロ ロフェニル メルカプツー ル酸

a. モ ノ クロロベ ンゼン投与 ラッ ト尿中のp-

ク ロロフェニルメルカブツール酸は,他 の

尿中成分 とは異なる保持時間の ピー クとし

て認め られた.

b. p-ク ロ ロフェニル メルカブツール酸

量 とピー ク高の間に直接関係が認め られ,

 5ng程 度 までの定量が可能 となった.

2. 4-ク ロ ロカテ コー ル

a. モ ノ クロロベ ンゼ ン投与 ラッ ト尿の加水

分解後の4-ク ロロ カテ コールは他の尿中成

分 とは異な る保持時間の ピー クとして認あ

られた.

b. 4-ク ロ ロカテ コール量 とピー ク高の間に

直線関係が認め られ, 0.3μg程 度 までの定

量が可能 となった.
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Studies on monochlorobenzene poisoning

Part I: Quantitative determination of urinary metabolites (p-chloro

 phenylmercapturic acid and conjugates of 4-chlorocatechol)

of monochlorobenzene by high-performance liquid chroma

tography.

Yoshihiro SHIMADA

Department of Public Health, Okayama University Medical School

(Director: Prof. M. Ogata)

The quantitative determination of major urinary metabolites of monochlorobenzene by

high-performance liquid chromatography(HPLC) was studied. Urinary p-chloropheny-

lmercapturic acid was assayed directly and urinary monoglucuronide and ethereal sul

phate conjugates of 4-chlorocatechol were assayed as 4-chlorocatechol after being hydro

lyzed. The results obtained were as follows.

1. Para-chlorophenylmercapturic acid.

a. Urinary p-chlorophenylmercapturic acid of rats given monochlorobenzene by subcu

taneous injection was recognized as a separate peak on the HPLchromatogram a

gainst the other peaks in normal rat urine.

b. A linear relationship was obtained between the quantity of p-chlorophenylmercap

turic acid and its peak height on HPLchromatogram up to 5ng.

2. 4-Chlorocatechol.

a. 4-Chlorocatechol in the hydrolyzate of the urine of rats given monochlorobenzene

 by subcutaneous injection was recognized as a separate peak on the HPLchromato

gram against the other peaks of normal rat urine.

b. A linear relationship was obtained between the quantity of 4-chlorocatechol and its

peak height on the HPLchromatogram up to 0.3ƒÊg.


