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産業現場では、現在約5万 種類の化学物質が使用されてお り、 しかもその種類は年 々増

加 している[1]。 これ らの化学物質は各分野で様 々な用途に使用されているが、これ らの

有用性 とは裏腹 に人体に対 して有害作用を示す ものも数多 く存在する。産業現場では通常、

化学物質が一般環境 に比べてより高濃度かつ集中的に取 り扱われることが多いため、その

有害作用が典型的に現われることが多い。 したがって、これ ら化学物質の製造作業や取 り

扱い作業に従事する労働者における健康障害を予防することは非常に重要な課題であり、

労働安全衛生法に基ず く有機溶剤 中毒予防規則や特定化学物質等障害予防規則等で対象 と

な っている化学物質を取 り扱う労働者については、年2回 の特殊健康診断の受診が義務づ

けられている。

有害化学物質を取 り扱 う労働者への健康影響を評価するためには、その化学物質への曝

露状況を正確に把握する(モ ニタリング)必 要がある。その方法として、作業現場におけ

る有害化学物質の濃度を測定 し、評価す る方法(外 界モニタ リング)と 、化学物質取 り扱

い作業者 から得た生物学的試料(血 液、尿、呼気、汗、唾液など)中 の化学物質 またはそ

の代謝物を測定 して体 内に吸収された量を把握 し、健康への影響を評価する方法(生 物学

的モニタ リング)と がある。生物学的モニタ リングでは、実際に体内に吸収 された量を評

価するため、外界モニタ リングよりもより正確に健康に対する危険度を評価できるもの と

考え られている。生物学的モニタ リングを確立するためには、曝露の指標 となる物質が存

在 し、容易に得 られ る生物学的試料中にその指標物質が存在すること、また、その指標物

質の信頼性の高い簡便な測定方法が存在すること、さらに、曝露量 とその指標物質の間に

量一反応関係が存在す ることなどが必要 とされる。有害化学物質による曝露の際、その物

質の血中濃度や呼気中濃度の測定により吸収量がモニタ リングされる場合 もあるが、サ ン

プ リングの容易さ、被検者に与える負担の軽さ等の点において、尿中に排泄される代謝物

の測定による曝露量の把握がす ぐれており、 トルエ ンやn一ヘキサ ン等の8種 の有機溶剤

については、その尿中代謝物の測定が、特殊健康診断における検査項 目の一つ として義務

づけられている。尿中代謝物を曝露指標 として用いる際、曝露物質の体内動態 とその尿中

代謝物に関する知見、指標 となる代謝物の簡易で正確な定量法の開発等が不可欠であ り、

現在その曝露指標が確立 されている化学物質は少ないが、今後、尿中代謝物を曝露指標に

用いた、 さらに多 くの化学物質のモニタ リング法の開発が期待される。

芳香族ニ トロ、ア ミノ化合物は、主に染料、農薬および医薬品の原料や中間体 として広

く製造、使用されている。 しか し、これ ら一群の化合物の中には、発癌性や遺伝毒性を有
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す る もの も多 く、 また、その血液毒性作用 によ りヘモグ ロビンを酸素運搬能 のない メ トヘ

モグ ロ ビンに酸化す る もの も数 多 く存在す る。主 にア ゾ染料 や硫化染料 の合 成 にお け る中

間体 と して古 くか ら使 用 されてい るPク ロロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)は 、芳香族 ニ

トロ、ア ミノ化合物 の 中で も特 に強 い血液毒性作用を有 してい るため、労働安全衛生 法で

も第2類 特定化 学物質 に指定 されて お り、取 り扱 いが規制 されてい る。1991年 にお けるp

-CNBの 国内生産 量 は19 ,600ト ンで あ り[2]、 主 に染料合成工場等 にお いて高濃度 かつ集

中的に取 り扱 われて い るが、 これ ら産業現場以外 の環境大気 中か ら検 出され た例 も報 告 さ

れて いる[3]。p-CNB曝 露に よる急性 中毒例は過去 に多数報告 されて い る[4-9]。 主 な

急性 中毒症 状 は、他 の多 くの芳香族 ニ トロ、 ア ミノ化合物 に よる中毒 と同様 に、 メ トヘ モ

グ ロ ビン血 症 に基 ず くチアノーゼ、頭重 、頭痛、め まい、悪心 、嘔吐、倦 怠、心1季亢進 、

呼吸困難 等で あ り、重症で は死亡 す るケース も観察 されてい る。 また、血 液学 的所 見 とし

て、 メ トヘ モグ ロ ビン量、Heinz小 体、網状赤血球お よび 白血球 の増加 、ヘモ グ ロ ビン量

お よびヘマ トク リッ ト値 の減少が観察 されている。血 中全 ヘモ グロ ビン量 に対す るメ トヘ

モ グロ ビン量 の割合が20%以 下で は通常特別 な症状 は現われな いが、20～50%で は、

頭痛、 めまい、頻脈 お よび呼吸困難 な どの症状を呈 し、60～70%以 上で は昏 睡か ら死

に至 る と報 告 され てい る[10]。 芳香族ニ トロ、ア ミノ化合物 の曝露 の際、その体 内で の代

謝 に より生 じたN一 ヒ ドロキ シア ミノ化合物が メ トヘモグ ロ ビンの形成 に関与 して い ると

考 え られて いる[11-14]。 また、動物実験 によるp℃NBの 急性 お よび慢性毒性試験 の結

果 もい くつ か報告 されて いる。p-CNBのLD50値 は、 ラ ッ ト経 口投与お よび腹腔 内投

与で420mg/kg、 皮膚投与で16000mg/kg[15]、 マ ウス経 口投与 で は97

0mg/kg[16]と 報告 されて いる。p-CNBを 種 々の経路(経 口[15,17]、 吸入[18]、

経皮[15]、 腹腔[15,19])か ら投与 され たラ ッ トにおいて、 ヒ トの場合 と同様 に、 メ トヘ

モグ ロビン血症 に基づ くチア ノーゼや血液学的所見が急性毒性作用 として観察 されて い る。

また、2～4週 間p-CNBに 曝露 させ たラ ッ トの亜慢性毒性試験で は、上記 の血液系へ

の毒性作用 のほか に脾臓 、腎臓、肝臓 お よび生殖器 に変化 が見 られた。す なわ ち、脾臓 の

うっ血 、肥大 お よびヘモ シデ リンの沈着 、腎臓お よび肝臓 重量 の増加 、睾丸 の萎縮 、輸精

管の変性 、副睾丸 中の精子数 の変化等が観察 されてい る[20,21]。 また、妊娠 ラ ッ トへの

曝露では、 胎仔 にお ける骨格異常 の奇形が有意 に増加す るこ とが報告 されて い る[22]。 さ

らに、P-CNBは 、Ames法 による変異原性試験 において陽性を示 し[23,24]・ マ ウスに

血管腫や肝 腫な ど発癌性 を示 した[25]。 上記の ごと く、p℃NBの 急性 お よび慢性曝露
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は種 々の臓器 に様 々な毒性作用 を示す こ とが実証 され、p-CNB取 り扱 い作業 従事者 に

おけ るその 曝露量 のモニ タ リングは、産業衛生上非常 に重要 と考 え られ る。 しか し、p-

CNBの 生物学 的モニ タ リングの際に必要 とされ る適切な曝露指標 は過去 において存在 し

ない。

p-CNBを 含 む芳香族ニ トロ、 ア ミノ化合物 による曝露の際、一般 的に、比色 法 によ

り定量 され た尿 中 ジアゾ反応 陽性物質(DPM)が 古 くか ら曝露指標 として用 い られてい

る[9,11,26-28]。DPMは 、尿 中に排泄 された芳香族ニ トロ、 ア ミノ化合物 の代謝物 を加

水分解後 還元 しニ トロ化合物 はすべてア ミノ化合物 と し、亜硝酸で ジアゾ化 したのちカ ッ

プ リング試 薬で発色 させ、標準物質 との発色強度を比較 して定量 され る[19]。 す なわち、

尿 中に存 在す るニ トロ基 またはア ミノ基を有す る芳香族化合物 の総量 を測定す る方 法であ

る。 しか し、 この測定法で は、例え ばp一 クロロアニ リンはp一 ア ミノフ ェノール の約35

倍 の発色 強度を示す[29]な ど、測定対象物質に よ り発色強度が異 な り、数種 の代謝物 を含

む場合 の標準物質の選択 は困難で ある。 また、DPMは 、芳香族ニ トロ、 ア ミノ化合物 に

曝露 され ていない一般の ヒ トの尿か らも検 出 され る。その量 は、摂取 した薬 品や食 品に よ

り大 き く影 響 され るため、その値の範囲は広 く、曝露に基ず くDPM量 を計算す る際に、

生理値 と して差 し引 くDPM量 を決定す るのは一般 的に困難で ある。た とえば、 アセ トァ

ミノフェ ンや フェナセチ ン等のアニ リン系の解熱剤服用者の尿 に対 して も陽性反応 を示 し、

これ らを服 用 した場合、曝露 に基づ く尿 中代謝物 を正確 に測定 す ること不 可能で ある。 し

たが って 、正確 に曝露量をモニ タ リングするためには、個 々の代謝物 を分 離定量 し、最 も

適 切な代謝物 を曝露指標 と して用い る必要 がある。

以上 の よ うな観 点か ら、本研 究では、p-CNB曝 露の際、その尿 中代謝物 を曝露指標

に用 いた生物学 的モニタ リング法の開発 を 目的 とし、以下の諸研究 を行 った。

第1章 で は、p-CNBに よる急 性中毒患者お よびp-CNBの ニ トロ基 の還 元体 であ る

P一 クロロアニ リンに よる急 性中毒患者 か ら得 た尿 をガ スクロマ トグラ フィー/質 量 分析

(GC/MS)に よ り分析 し、 ヒ トにおけるp-CNBの 尿 中代謝物 の同定 を試 みた。

第2章 で は、第1章 と同様 にGC/MSに よ り、 ラ ッ トにおけるp-CNBの 尿 中代 謝

物 の同定 を試 みた。 さらに、同定 された代謝物の うちの数種 を投与 したラ ッ トの尿 中に排

泄 され る代謝物 を同様 にGC/MSに よ り調べ、p-CNBの 体 内での代謝経路 につ いて

検討 した。
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第3章 では、第1章 で同定された各尿中代謝物の逆相高速液体クロマ トグラフィー(H

PLC)に よる簡易で正確な分離定量法の開発を試みた。また、のちの第5章 において、

p-CNB投 与ラ ットか ら経時的に採取 した尿および血漿試料を用いてその代謝を動力学

的に解析するため、HPLCに よる血漿中p-CNBの 定量法について も同様に検討 した。

第4章 では、p-CNBに よる急性中毒患者から曝露事故後経時的に採取 した尿を分析

し、主要な代謝物の尿中排泄量の時間的推移を調べた。さらに、p一 クロロアニ リンによ

る急性中毒患者における各尿中代謝物の推移と比較 し、ヒ トにおけるp-CNB代 謝の薬

物動力学的解析を試みた。

第5章 では、既知量のp-CNBを 投与 したラットにおける血漿中p℃NBお よび各尿

中代謝物の時間的推移を調べ、第4章 と同様に、ラットにおけるp-CNB代 謝の薬物動

力学的解析を試みた。さらに、第4章 の結果 とあわせ、p℃NB曝 露の際の、その生物

学的モニタ リングにおける曝露指標について考察 した。
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第1章p一 ク ロロニ トロベ ンゼ ンの尿 中代謝 物 の 同定

第1節p一 ク ロロニ トロベ ンゼ ン急性 中毒患者 にお け る

尿 中代謝物 の同定

1.緒 言

Pク ロロニ トロベ ンゼ ン(p-cNB)(Fig.1-1-1)は 融点82～84℃ 、 沸点

242℃ の常温、常圧で昇華性の ある黄色 の結 晶であ り、温アル コール、エ ーテル、二硫

化炭素 に可 溶で、水 には不溶 の化合物 であ る[30]。p-CNBは 、主 にア ゾ染料や硫化染

料の合成 にお ける中間体 として広 く製造 、使用 されているが、強い血 液毒性作用を有 して

お り、 ヒ トや動物 に対 して メ トヘモ グロ ビン血症 を引き起 こす ことが知 られて いる[4-

9,11,15,17-19,28,31-36]。 また、動物実験 に よ りp-CNBは 、変異 原性[23,24]お よび

発癌性[25]を 有 す るこ とが証 明されてい る。 したが って、p-CNB取 り扱い作業者 にお

いて、そ の吸収量 を把握す るこ とは重要 と考 え られる。有害化学物質 の吸収量 は、尿 中に

排 泄 され るその代謝物 量 によ って評価 される場合 が多 いが、p-CNBの 体 内での代謝 に

関す る研究 は少 な く、過去 に、 ウサギにおけ る尿 中代謝物[37]、 単離 した ラ ッ トの肝細胞

に よる代謝[33]お よび酵母 による代謝[38]を 調 べた報告な ど若干 存在 す るに過 ぎな い。p

Fig.1-1-1.ChemicalStructureofp-CNB.
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一CNBを 投 与 した ウサ ギ の尿 中 か らは 、2一 ア ミノー5一ク ロロ フ ェノ ール(2-A-5-C

P)、N一 ア セ チル ーS-(4一 ニ トロ フ ェニ ー ル)-L一 シス テ イ ン(ANPC)、P一 ク ロ

ロ アニ リン(p-CA)お よび微 量 の2一 ク ロ ロー5一ニ トロ フ ェノ ール(2-C-5-NP)

が検 出 さ れ て い る。 ま た 、酵 母 にお け るp-CNBの 主要 な代 謝 物 はp一 ク ロ ロア セ トア ニ

リ ド(P-CAA)お よび4一 ク ロ ロー2一 ヒ ドロキ シア セ トア ニ リ ド(4-C-2-HAA)

で あ り、 単 離 した ラ ッ トの 肝 細 胞 で はp-CNBはp-CA、p-CAAお よ びS-(4一 ニ

トロ フ ェニ ール)グ ル タ チオ ンに代謝 され る と報 告 され て い る。 ま た 、 ヒ トに お け るp-

CNBの 代 謝 に 関 して は 明 らか に され て い な い。

本 節 で は 、 ヒ トにお け るp-CNBの 尿 中代 謝 物 を 明 らか にす るた め 、p-CNB急 性 中

毒 患者 か ら得 た 尿 を 試 料 と し、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー/質 量 分 析(GC/MS)に よ り

尿 中 代 謝 物 の 同 定 を 試 み た。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化 合 物:p-CNB(純 度99.7%:不 純物 と してm一 ク ロロニ トロベ ンゼ ン(0.1%)

お よびo一 ク ロ ロニ トロベ ンゼ ン(0.2%)を 含 む)、p-CAお よ びp一 ニ トロチ オ フ ェ

ノ ール は東 京 化 成 工 業(東 京)よ り購 入 した 。2,4一 ジ ク ロ ロアニ リン(2,4-DCA)、

p一 ア ミノ フ ェノ ール お よびP一 ヒ ドロキ シアセ トア ニ リ ドは和 光 純 薬 工 業(大 阪)よ り購

入 した。p一 ア ミノチ オ フ ェ ノール お よびp-CAAはAldrich(Milwaukee,WI,USA)か

ら、p一 ク ロ ロチオ フ ェ ノール はMerck(Darmstadt,Germany)か らそ れ ぞ れ購 入 した 。

ANPC、N-(4一 ク ロ ロ フ ェニ ール)ア セ トヒ ドロキ サ ム酸 お よびN-(4一 ク ロ ロ フ ェ

ニ ール)グ リコール ヒ ドロキ サ ム酸 は東 神 合 成 工 業(東 京)よ り購 入 した 。N一 ニ トロ ソ

メ チル ウ レア は丸 若 化 学工 業(大 阪)か ら購 入 した。p一 ク ロ ロホル ム ア ニ リ ド(p-CF

A)は 、亀 岡 の方 法[39]に よ りp-CAか ら合 成 した。2-C-5-NPは 、H.vanErpの 方

法[40]に よ り、o一 ア ニ シ ジ ンか ら合 成 した。5一 ク ロ ロー2一ニ トロ フ ェ ノ ール は 、

H.H.Hodgsonら の 方 法[41]を 用 いm一 ク ロ ロ フ ェノ ール よ り合 成 した 。2-A-5-CP、5

一ア ミノー2一 ク ロ ロ フ ェノ ール は、 そ れ ぞ れ5一 ク ロロ ー2一ニ トロ フ ェ ノ ール 、2-C-5-

NPか らH.H.Hodgsonら の方 法[42]を 用 い合 成 した。 ま た、4-C-2-HAAは2-A-5

-CPか ら
、4一 ク ロ ロー3一 ヒ ドロキ シア セ トアニ リ ドは5一 ア ミノー2一 ク ロ ロ フ ェ ノ ール

か ら、M.D.Corbettら の方 法[38]に よ りそ れ ぞ れ合 成 した。 合 成 され た各 化 合 物 は 、GC
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/MS、 検 出器 に水素炎 イオ ン化検 出器(FID)を 用いたガス クロマ トグラフ ィー(G

C)お よび融 点測定 によ り、代謝物 の同定 および定量のための標準物質 と して使用可能 で

あるこ とを確認 した。他の試 薬はすべ て、和光純薬工業製、関東化学(東 京)製 または米

山薬品工業(大 阪)製 の特級 を用 いた。実験 に使用 した水は、すべてイオ ン交換水 を蒸留

した もので あ る。

中毒事故の概要:1984年7月 大 阪南港 において、11名 の港湾労働者 がp-CNBに

よる急性 中毒 を きた した。p-CNBの 入 った紙袋を網状のモ ッコに手積み し、揚貨装置

を用 いて 吊上 げて船 に積荷す る際、その紙袋が破れ、作業者の上方か らp-CNBが 降 っ

て くる事が再三 あ った。 このため、作業者 の衣服や皮膚 にp-CNBが 付着 したが、労働

者の多 くは、 その まま放置 し、作業 を続 けた。作業 中または作業終了後 、気 分が悪 くな り、

病院を訪れ入 院 した。11名 の入 院期 間は、短 い者で2日 、症状の重い者 で約1ヶ 月で あ っ

た。 この 間、 メ トヘモ グロ ビン血症 に もとず く頭重、め まい、動悸、嘔吐、チア ノーゼ等

が 中毒症状 と して観察 された。p-CNBは 、事故 の状況 とその物 理化学的性質、す なわ

ち、その昇華性 と脂溶性 によ り、主 と して肺 と皮膚の二つの経路 よ り吸収 された もの と考

え られた。入 院期 間 中の各患者 の尿 を経 時的に採取 した。事故 後9日 間は排尿 ご とに、 そ

の後は24時 間間隔で採尿 した。分析 までの期 間、尿試料10m1に1規 定塩 酸1mIを

加え、-80℃ において凍結保存 した。

分 析試料 の調製:11名 の 中毒患者 の うち比較 的中毒症状の重か った8名 の患者(入 院期

間5～29日)か ら中毒事故発生後最初 に得 られた尿を試料 と して用いた。また、4名 の

非曝露者(健 常者)か ら得た尿 を対照 に使用 した。患者尿は遠 沈(2000×g、15分)

後 その上清を以下 の2通 りに処理 した。

酸加水 分解 尿3mlに 濃塩酸0.3mlを 加 え、沸騰湯浴上 で1時 間加 熱 し、放冷後、

2本 のス ク リュー管 にlmlつ つ分 注 した。それぞれ、5規 定塩 酸または5規 定水 酸化 ナ

トリウム水溶液 でpH1お よびpH10に 調整 したの ち、 ジエチル エーテル1mlを 加え

て30分 間振 とう抽 出を行い、試料 と した(以 下各試料をA-pH1お よびA-pH10と

す る)。

11



非加水分解 尿 を2本 のス ク リュー管 に1mlづ っ分注 し、 それ ぞれpH1お よびpH

10に 調整後 、エ ーテル抽 出を行 い試料 を得 た(以 下各試料 をN-pH1お よびN-pH1

0と す る)。

対 照尿 につ いて も同様 に処理 し、試料 を得 た。

試料 の メチル化 が必要 な場合 は、N一 ニ トロソメチル ウ レアか ら発生 させ た ジア ゾメタ

ンで試料 の一 部を メチル化 した。

ガスク ロマ トグラフ/質 量分析計 と分析条件:ガ スクロマ トグ ラフには ヒュー レッ トパ ッ

カー ド製5710A、 質量分析計 にはJEOL製JMA-3500型 マ スデ ータ分析 シス

テムを連 結 したJEOL製JMS-DX300を 用 いた。分析 カラムには、5%一 フェニ ー

ル メチル シ リコ ンまたはポ リエ チ レング リコール を固定相液体 とす る化学結合型 キ ャピラ

リー カラムを用 い、Table1-1-1に 示 した3種 の条件(Condition-1、Condition一

Table1-1-1.AnalyticalConditionsforGC/MS.

AnalyticalCondition Condition-1 Condition-2 Condition-3

Capillarycolumn

Columnoven

temperature

Injectionport
temperature

Separator
temperature

Ionsource
temperature

25mxO.33mml.D.,0.50vmfilmthickness
cross-linked5%-phenylmethylsilicone

(Shimadzu,Kyoto)

Programmedfrom

80to220°Cat

4°C/min

250°C

260°C

220°C

Programmedfrom

110to220°Cat

4°C/minandkept

for4minatthe

initialtemperature

250°C

260°C

220°C

25mxO.33mm
I.D.,0.50Nmfilm
thicknesscross-
linked

polyethyleneglycol
(Shimadzu)

Programmedfrom

80to220°Cat

16°C/minandkept

for20minatthe

finaltemperature

250°C

260°C

220°C

Theotherconditionswereasfollows:injectionmodeintothegas

chrornatograph,splitless;carriergas,helium;columnpressure,0.2kg/cm2;

ionizationmethodonthemassspectrometry,electronimpactmode(EI);

ionizationenergy,70eV;ionizationcurrent,300μA;acceleratingvoltage,3.O

kV;scanning,1to300a.m.u.forls.Thesamplesweredeterminedby

GC/MSunderthreedifferentanalysisconditions(Condition-1,Condition-2

andCondition-3).
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2お よびCondition-3)で 各試料を分析 した。各試料 はガス クロマ トグラフ/質 量分析

計 に2μ1つ つ注入 した。各代謝物の保持 時間お よびマススペ ク トルを、 ジエ チルエ ーテ

ル に溶か した標準物質の それ と比較 してそれぞれ 同定 した。

3.結 果

8名 の 患者 の う ち最 も多 量 のp-CNBを 吸収 した と推 定 され る患 者 か ら得 た尿 試 料(

A-pH1、A-pH10、N-pH1お よびN-pH10)をCondition-1の 分 析 条 件 を

0 5 1015202530RT

iOOO

0

0

0

0

500 1000 書500 SCAN

Fig.y-1・2.Typical丁otallonChromatogramsofUrineSamplesof

SubjectsAcutelyPoisonedwithρ 一CNBbyGCIMSunderCondition-

1
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用 い たGC/MSに よ り測 定 した 際 の トー タル イオ ンク ロマ トグ ラ ムをFig・1-1-2に

示 した 。a～qの 各 ピー ク は、 対 照尿 か らは検 出 され なか った た め 、p-CNBの 代 謝 物

の ピー クで あ る と考 え られ た。A-pH1か らは5種(a、b、c、d、e)、A-pH1

0か らは4種(f、g、h、i)、N-pH1か らは6種(j、k、1、m、n、o)、

N-pH10か らは2種(p、q)の 代 謝 物 が 検 出 され た。 同 じ条 件 で 測 定 した と き の標

準物 質 の トー タル イ オ ンク ロマ トグ ラム をFig.1-1-3に 示 した 。 この と きの 各 標 準 物

質 の保 持 時 間 をTable1-1-2に 示 した。代 謝 物a～qの 保 持 時 間 は 、 そ れ ぞれ 以 下 の

ご と く各 標 準 物 質 の保 持 時 間 と一 致 した。 代謝 物a、f、jお よ びpとp-CA、bお よ

30RT

1000

500 iOOO 1500 SCAN

Fig.1-1-3.TotalIonChromatogramofAuthenticStandardsofp-

CNBMetabolitesDeterminedbyGC/MSunderCondition-1.

Peak1,ρ 一CA(10μg/ml);peak2,2,4-DCA(10μglmI);peak3,

ANPC(104μglmI);peak4,2-C-5-NP(21μglmI);peak5,2-A-5-CP

(36/tg%ml);peak6,p-CFA(10pg/ml);peak7,p-CAA(10pg/ml);

peak8,4-C-2-HAA(21ug/ml).

Table1-1-2.RetentionTimes(Rt)ofAuthenticStandardsofρ 一CNB

MetabolitesbyGC/MSunderEachTypeofAnalyticalConditions.

Rtvalues(min)

Analyticalconditions Condition-1 Condition-2 Condition-3

p-CA

2,4-DCA

ANPC

2-C-5-NP

2-A-5-CP

ErCFA

p-CAA

4-C-2-HAA

7.7

11.2

14.3

14.6

15.3

17.8

19.1

24.0

4.9

8.0

10.9

11.2

11.8

14.1

15.5

20.5

8.7

9.4

11.9'

18.5

9.7"

22.2

20.9

17.1

*:Compoundwasme#hylatedpriortoGC/MSanalysis .
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びgと2,4-DcA、cお よびkとANPc、d、hお よび1と2-c-5-NP、iと2-

A-5-CP、e、mお よびqとp-CFA、nとp-CAA、oと4-C-2-HAA。 各代

謝物のマ ススペ ク トルを、それぞれ同 じ保持 時間を示す各標準物質 のマススペ ク トル と比

較 し、Fig.1-1-4に 示 した。各代謝物 のマススペ ク トル は、対応す る各標準物 質の そ

れ とよ く一致 した。すなわ ち、p-CNBに よる急性 中毒患者 の尿 をCondition-1の 分析

条件を用 いたGC/MSに よ り測定 した際、8種 の標準物質 と同 じ保持 時間お よび 同 じマ

ススペ ク トル を示 す代 謝物が検 出され た。

さ らに、Condition-2、Condition-3の 分析条件 によ り、尿試料 中の代謝物 お よび標

準物質を 同様 に測定 し、両者 の保持 時間 とマススペ ク トルを比較 した。各条件 に よ り測定

され た標準物質 の保持 時 間をTable1-1-2に 示 した。分析 カ ラムにポ リエチ レング リ

コール タイプのカ ラムを用いた場合(Condition-3)、ANPC、2-A-5-CPお よび

4-C-2-HAAは 極 性が強 く、 このままで はカ ラムの液相 に結合 し、検 出す るこ とがで

きな いため、メチル化 したの ち分析 した。Condition-2お よびCondition-3の 条 件 に よ

り分析 した際、上記 の8種 の標準物質 と同 じ保持 時間お よび同 じマススペ ク トル を示す代

謝物 が 同 じ患者 の尿試料 か ら検 出された。

以上 の結果 か ら、Fig.1-1-2中 に検 出 された各代謝物 は以下 の ごと く同定 され た。

Fig.1-1-5.p-CNBMetabolitesIdentifiedinUrineof
SubjectsSufferingfromAcutePoisoning.
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a、f、jお よ びpはp-CA、bお よ びgは2,4-DCA、cお よびkはANPC、d、

hお よび1は2-C-5-NP、iは2-A-5-CP、e、mお よびqはp-CFA、nはp-

cAA、oは4-c-2-HAA。 患 者 の 尿 中か ら検 出 され た これ らの 代 謝 物 をFig.1-1

-5に ま とめ て 示 した
。

p-CAAお よ び4-C-2-HAAは 、 他 の7名 の 中毒 患 者 の 尿 試 料 か らは検 出 され な か っ

た。 これ ら2物 質 を 除 く残 りの6種 の 代 謝物 は、8名 の 患 者 全 員 の 尿 中 か ら検 出 され た 。

一 方
、 標 準 物 質p-CNB、p一 ア ミノチ オ フ ェノ ール 、P一 ク ロ ロチ オ フ ェノ ール 、5一

ク ロ ロー2一 ニ トロ フ ェ ノール 、p一 ア ミノ フ ェ ノール 、p一 ヒ ドロキ シア セ トアニ リ ド、5

一ア ミノー2一 ク ロ ロ フ ェ ノール
、4一 ク ロ ロー3一 ヒ ドロキ シア セ トア ニ リ ド、N-(4一 ク ロ

ロ フ ェニ ー ル)ア セ トヒ ドロキサ ム酸 お よびN-(4一 ク ロ ロ フ ェニ ー ル)グ リコ ー ル ヒ ド

ロキ サ ム 酸 と同 じ保 持 時 間お よ び 同 じマ ス スペ ク トル を 示 す 物 質 は どの 尿 試 料 か ら も検 出

され な か っ た 。

4.考 察

曝 露 物 質p-CNBは 患 者 の 尿 中か ら検 出 され な か った た め 、 吸 収 され たp-CNBは 、

尿 中へ は す べ て 代 謝 され たの ち排 泄 され る と考 え られ た 。

p-CA、2-C-5-NPお よ び2-A-5-CPは 、 加 水 分 解 試料 中 か ら多 く検 出 さ れ た

ため 、 これ らの 代 謝 物 は主 に抱 合体 と して尿 中 に排 泄 され る と考 え られ た 。 芳 香 環 の水 酸

化 は 、一 般 的 に 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で は塩 素 基 のオ ル ト位 ま た はパ ラ位 に、 ま た、 芳 香 族

ニ トロ化 合 物 で は ニ トロ基 の メ タ位 に起 こ る。2-C-5-NPは 検 出 され た が 、5一 ク ロ ロ

ー2一ニ トロ フ ェ ノ ール は検 出 され な か った
。 ま た、5一 ア ミノー2一 ク ロ ロ フ ェ ノ ール は検

出 され な か った 。 したが って 、p-CNBの ニ トロ基 の オ ル ト位 やp-CAの ア ミノ基 の メ

タ位 の水 酸 化 反 応 、2-C-5-NPの ニ トロ基 の還 元 反 応 は 、 ヒ トで は ほ とん ど起 こ らな

い と考 え られ た 。

N一 ア セ チ ル 抱 合 体 は、 イ ヌや キ ツネ を 除 く哺乳 動 物 にお け る芳香 族 ア ミノ化 合 物 の尿

中代 謝物 と して よ く知 られ て い る[43-46]。 本 節 にお い て 、p-CAと2-A-5-CPのN一

アセ チ ル 抱 合 体 、 す な わ ち、p-CAAと4-C-2-HAAが 、8名 の 中 毒 患 者 の うち最 も

多 量 のp-CNBを 吸 収 した と推 定 され る1名 か らの み ぐ しか も極 微 量 検 出 され た に過 ぎ
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なか った。 したが って、P-CNBの 代謝 によ り生 じたP-CAや2-A-5-CPの ような

芳香族塩 素化 ア ミノ化合物 のN一 アセチル化反応は、 ヒ トでは比較 的弱 い と推察 された。

4一ク ロロー3一ヒ ドロキ シアセ トアニ リ ドお よび4一 ヒ ドロキ シアセ トアニ リ ドは、 ラ ッ

トの肝臓 ミク ロゾーム酵素 によるp-CAAの 代謝 によ り生 じる ことが報告 されて いる

[47]。 ま た、Corbettら[38]は 、酵母 によ りp-CNBがp一 ア ミノ フェノール と4一 ヒ ド

ロキ シアセ トアニ リ ドに代謝 され る ことを報告 して いる。 しか し、本節 において、 これ ら

3種 の代 謝物 は、p℃NBに よる急性 中毒患者の尿 中か ら検 出されなか った。また、p-

CAAは 、p-CNBか ら極微量 しか生成 されなか った。 したが って 、p-CAお よびp-

CAAに お ける塩素基 の水酸基 に よる置換反応やp-CAAの アセ トア ミノ基のメ タ位 に

おけ る水 酸化反応 は、 ヒ トにおけ るp-CNBの 代謝経路 と して重要 ではない と考え られ

た。

芳香 族ニ トロソ化合物 は、あ る種 の微生物 あるいはラ ッ トの肝臓 ホモ ジネー ト中の、 ピ

ル ビン酸 デカル ポキ シラーゼ、 トラ ンスケ トラーゼ によ り、それぞれアセチルーヒ ドロキ

サム酸類、 グ リコ リール ーヒ ドロキサム酸類 に代謝 され ることがCorbettら によ り実証 さ

れた[48-51]。 しか し、p-CNBの 還元 によ り生 じるP一 クロロニ トロソベ ンゼ ンか ら生

成 され る と推定 され るこれ らの化合物 、す なわちN-(4一 クロロフェニール)ア セ トヒ ド

ロキサム酸 お よびN-(4一 クロロフェニ ール)グ リコール ヒ ドロキサム酸は、患者の尿 中

か らは検 出 されなか った。

メルカ プツール酸 は、芳香族ハ ロゲ ン化炭化水素や芳香族ニ トロ化合 物 に曝露 され たラ ッ

ト、 ウサギ 、イ ヌ、 ヒ トな どの哺乳動物 の尿 中に排泄 され ることが よ く知 られてい る

[37,45,52-54]。Brayら[37]は 、メル カプツール酸 の一種であ るANPCを 、p-CNB

を投与 した ウサギの尿 中か ら検 出 している。本節 において も、8名 の中毒患者全員の尿か

らANPCが 、試料N-pH1の トー タル イオ ンクロマ トグラム上 で大 きな ピー ク として

検 出 され た。 したが って、吸収 されたp-CNBの か な りの量 は、p-CNBの 塩素基の置

換 を伴 うグル タチオ ン抱合 を受 け、その後 メル カプツール酸 とな り尿 中へ排泄 され る もの

と考 え られた。

Bettsら[55,56]は 、 クロロニ トロベ ンゼ ン類 のニ トロ基 とグルタチオ ンとの置換反応

に よ りメル カプ ツール酸が生成 され ることを報告 して いる。彼 らは、2,3,6一 トリクロ

ロニ トロベ ンゼ ン、2,4,6一 トリクロロニ トロベ ンゼ ン、2,3,4,6一 テ トラクロロニ

トロベ ンゼ ンお よびペ ンタクロロニ トロベ ンゼ ンを投与 した ウサギの尿 中よ り、それぞれ
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N一アセ チル ーS-(2,3,6一 トリク ロロフェニール)-L一 システイ ン、N一 アセチル ーS-

(2,4,6一 トリク ロロフェニール)-L一 システイ ン、N一 アセチルーS-(2,3,4,6一 テ

トラクロ ロフェニ ール)-L一 システイ ンお よびN一 アセ チルーs(ペ ンタク ロロフェニ ー

ル)-L一 システイ ンを検 出 してい る。p-CNB急 性 中毒患者の尿 中か ら検 出され たAN

PCは 、 そのマ ススペ ク トル において分子イオ ンピーク(M/Z284)は 検 出 されず

(Fig.1-1-4)、P一 ニ トロチオ フェノール と同 じマススペ ク トルお よび同 じ保 持時

間を示 した。 したが って、ANPCは 、分析 時ガスク ロマ トグラフの試料注入 口で熱 分解

され、P一 ニ トロチオ フ ェノール を生 じるもの と考え られた。同様 に、N一 アセチル ーS-(

4一クロロフ ェニ ール)-L一 システイ ンお よびN一 アセチルーS-(4一 ア ミノ フェニ ール)一

レ システ イ ンの排泄 を想定 し、 これ らの熱分解 によ り生 じると推定 され るpラ ロロチオ

フェノール お よびp一 ア ミノチオ フェノールの同定 を試みた。 しか し、患者 の尿 中か らは

いずれの物質 も検 出され なか った。 したが って、p-CNBの ニ トロ基 とグル タチオ ンと

の置換 によ るメル カプツール酸 の生成、p-CNBの 代謝 によ り生 じたp-CAか らの メル

カプ ツール酸 の生成、 およびANPCの ニ トロ基の還元 は、いずれ もヒ トで はほ とん ど起

こ らない と考 え られ た。

患者 の尿 中 よ り検 出され たp-CFAお よび2,4-DCAは 、それぞれ、p-CAのN一

ホル ミル抱合体 、p-CAの 芳香環 の塩素 置換体 とみなす ことがで きる。 しか し、 これ ら

の代謝 物 は、過 去の ウサギ[37]、 単離 した ラッ トの肝細胞[33]お よび酵母[38]に お けるp

℃NBの 代謝物 として検 出されて いない。化合物の ホル ミル抱合 や塩 素化反応 は、 ヒ ト

におけ る一般 的な代謝経路 として あま り知 られて いな い。 これ ら2物 質が真の代謝物 か否

かを、次節以 降で検 討 した。
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第2節p一 ク ロロアニ リン急性 中毒患者 にお ける尿 中代 謝

物 の 同定

1.緒 言

p一 クロロアニ リン(p-CA)は 、融点72.5℃ 、沸点232℃ の常温、常圧 で無色

の柱状結 晶であ り、熱水 およびほ とん どの有機 溶剤 に可溶の化合物で ある[57]。p-CA

は、主 に染料 や農 薬 の中間体 として使 用 されてい る。体 内に吸収 され る とp-CNBと 同

様 にそ の急性毒 性作用 の一つ として メ トヘ モグ ロ ビン血症を引 き起 こす ことが知 られ てお

り[58-61]、 過去 にい くつかの急 性 中毒事例が報告 されてい る[62,63]。p-CAのLD

50値 は、 ラッ ト経 口投与で368mg/kg[64]、 腹腔 内投与では420mg/kg

[65]で あ り、 マ ウスお よび ラ ッ トを用 いた実験 では発癌 性を有 す ることも実証 されて いる

[66]。p-CAは 多 くの農薬(monolinuron、monuron、buturon等)の 分解産物 と して生

じるため、土 中、植物 お よび土壌菌等 の微生物 中での変化 に関す る研究 は多 い[67-74]。

一方
、哺乳動物 におけ るp℃Aの 代謝 に関す る報告は少 な く、 ウサギや イヌを用 いた実

験が若干 あ るにす ぎない[58,75,76]。 また、 ヒ トにおける代謝 に関す る報告 は見 あた らな

い。p-CAは 、P一 ク ロロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)の ニ トロ基の還元体で あ り、第

1節 においてp-CNBの 代謝物の一種 と してp℃NBに よる急性 中毒患者の尿 中よ り検

出され た物質 であ る。

本節で は、p-CNBの 体 内動態に関する研究 の一環 と して、p-CAに 曝露 され た急性

中毒患者 か ら得 た尿 を用い、ガス クロマ トグラ フィー/質 量分析(GC/MS)に よ りヒ

トにお けるp-CAの 尿 中代謝物 の同定 を試 みた。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化合物:p-CA、p-CNB、2,4一 ジクロロアニ リン(2,4-DCA)、Pア ミノチ

オ フ ェノール、P一 ク ロロアセ トアニ リ ド(P-CAA)、P一 クロロチオ フェノール、N一

アセ チル ーS-(4一 ニ トロフェニ ール)-L一 システイ ン(ANPC)、N一 ニ トロソメチル
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ウ レア 、P一 ク ロ ロ ホ ル ム ア ニ リ ド(p-CFA)、2一 ク ロ ロ ー5一 ニ トロ フ ェ ノ ー ル(2-

C-5-NP)、5一 ク ロ ロ ー2一 ニ トロ フ ェ ノ ー ル 、2一 ア ミノ ー5一 ク ロ ロ フ ェ ノ ー ル(2-

A-5-CP)お よ び4一 ク ロ ロ ー2一 ヒ ドロ キ シ ア セ トア ニ リ ド(4-C-2-HAA)は 、 第

1節 で 用 い た もの を 使 用 した 。

中毒事故の概要:1989年6月 、合成化学工場に現場 のアルバ イ トと して勤務 す る23

歳 の男性 がp-CAに よる急 性 中毒 をきた した。患者 は、.p-CAの 秤量作業 中に、秤量用

の分銅 をp-CAの 入 った袋 の 中に落 したため、p℃Aの 結 晶を シー トに広 げ、そ の分銅

を探す作業 を行 った。 当 日の作業終了後気分が悪 くな り、病 院へ入 院 した。患者 の入 院期

間中4日 間 にわた り排 尿 ご とにその尿 の一部 を褐色 びん に採取 した。得 た尿 は 一20℃ に

Table1-2-1.AnalyticalConditionsforGC/MS.

AnalyticalCondition Condition-1 Condition-2 Condition-3

Capillarycolumn

Columnoven

temperature

Injectionport
temperature

Separator
temperature

Ionsource
temperature

15mxO.33mml.D.,0.50Nmfilmthickness
cross-linked5%-phenylmethylsilicone
(Shimadzu)

Programmedfrom

110to220°Cat

8°C/minandkept

for8minattheinitial

temperatureand

keptfor10minat

the final

temperature

250°C

260°C

200°C

Programmedfrom

90to220°Cat

4°C/min

250°C

260°C

200°C

25mxO.33mm
I.D.,0.50Nmfilm
thicknesscross-
linked

polyethyleneglycol
(Shimadzu)

Programmedfrom

90to220°Cat

10°C/minandkept

for20minatthe

finaltemperature

250°C

260°C

200°C

Theotherconditionswereasfollows:injectionmodeintothegas

chromatograph,splitless;carriergas,helium;columnpressure,0.1kg/cm2;

ionizationmethodonthemassspectrometry,electronimpactmode(EI);

ionizationenergy,70eV;ionizationcurrent,300μA;acceleratingvoltage,3・O

kV;scanning,1to300a.m.u.forls.Thesamplesweredeterminedby

GC/MSunderthreedifferentanalysisconditions(Condition-1,Condition-2

andCondition-3).
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おいて凍結保存 した。

分析試料 の調製:p-CAに よる急性 中毒患者か ら、事故発生後最初 に得 られた尿を試料

と して用 いた。 また、3名 の非 曝露者(健 常者)か ら得た尿 を対照 と して用いた。患者 の

尿 を第1節 と同様 に処理 し、4種 の分析試料(A-pH1、A-pH10、N-pH1お よ

びN-pH10)を 得 た。対照尿 について も同様 に処理 し、試料 を得 た。試料 のメチル化

が必要 な場合 は、N一 ニ トロソメチル ウ レアか ら発生 させたジアゾメタ ンで試料 の一 部を

メチル化 したの ち分析 した。

ガ スク ロマ トグラフ/質 量分析計 と分析条件:第1節 と同 じ装置を用 い、Table1-2-

1に 示 した3種 の条件(Condition-1、Condition-2お よびCondition-3)で 各試料

を分析 した。各尿 中代謝物の 同定 は、第1節 と同様に、 ジエ チルエ ーテル に溶か した各 標

準物質 の保持 時間お よびマ ススペ ク トル と比較 して行 な った。

3.結 果

p-CA急 性 中毒患者尿 か ら調製 され た4種 の試料を、Condition-1の 分析条件 を用 い

たGC/MSに よ り測定 した際得 られ た トータル イオ ンクロマ トグ ラムをFig.1-2-1

に示 した。a～kの 各 ピー クは、対照尿か らは検 出されなか ったため、p℃Aの 代 謝物

の ピー クで ある と考え られた。A-pH1か らは3種(a、b、c)、A-pH10か らは

3種(d、e、f)、N-pH1か らは4種(g、h、i、j)、N-pH10か らは1種

(k)の 代謝物が検 出された。同 じ条件で測定 したときの標準物質 の トータル イオ ンクロ

マ トグ ラムをFig.1-2-2に 示 した。代謝物a～kの 保持時間お よびマ ススペ ク トル は、

それ ぞれ 以下の ご と く各標準物質 の保持時間お よびマススペ ク トル と一致 した。代謝物a、

d、gお よびkとp-CA、bお よびeと2,4-DCA、fと2-A-5-CP、cお よびh

とp-CFA、iとp-cAA、jと4-C-2-HAA。 す なわ ち、p-cAに よる急性 中毒

患者 の尿 をCondition-1の 分析条件を用いたGC/MSに よ り測定 した際、6種 の標準

物質 と同 じ保 持時間お よび同 じマススペ ク トル を示す代謝物 が検 出 された。

さ らに、Condition-2、Condition-3の 分析条件 によ り、尿試料 中の代謝物 お よび標

準物質 を 同様 に測定 した際、上記の6種 の標準物質 と同 じ保持 時間お よび 同 じマス スペ ク
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Fig. 1-2-1. Total Ion Chromatograms of Urine Samples of a 
Subject Acutely Poisoned with p-CA by GC/MS under  Condition-1.

 1000

0

RT

 SCAN

Fig. 1-2-2. Total Ion Chromatogram of Authentic Standards of p-
CA Metabolites Determined by GC/MS under  Condition-1. 
Peak 1, p-CA (33  pg/ml); peak  2, 2,4-DCA (33  pg/ml); peak 3,  2-A-
5-CP (129  pg/ml); peak 4, p-CFA (33  pg/ml); peak 5, p-CAA (33 

 pg/ml); peak 6, 4-C-2-HAA (23  pg/ml).
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Table1-2-2.IdentificationofUrinaryp-CAMetabolites
(a-k)ShowninFig.1-2-1.

UrinesamplesA-pHIA-pH10N-pHlN-pH10

p-CA

2,4-DCA

2-A-5-CP

〃CFA

p-CAA

4-C-2-HAA

a

b

C

d

8

f

9

h

i

1

k

a-k:metabolitepeakinFig.1-2-1.

‐:notdetected .

トル を示 す代 謝物が各尿試料か ら検 出された。

以上 の結 果か ら、Fig.1-2-1中 に検 出された各代謝物 をTable1-2-2の ご とく

同定 した。 同定 され た6種 の代謝物 はいずれ も第1節 においてp-CNB急 性 中毒患者 の

尿 中か ら検 出され た もので あ った(Fig.1-1-5)。

一方
、 標準物質p-CNB、2-C-5-NP、ANPC、p一 ア ミノチオ フ ェノール 、P

クロロチオ フ ェノール お よび5ラ ロロー2一ニ トロフェノール と同 じ保持時 間お よび 同 じ

マススペ ク トル を示す物質 は どの尿試料か らも検 出されなか った。

4.考 察

p-CAは 、すべ ての試料 か ら検 出され たが、尿を加水分解 した試料A-pH10か ら多

く検 出 され たため、p-CAの 大部分 は何 らかの抱合を受 けて尿 中に排泄 されて い ると考

え られ た。加水分解試料 か ら検 出 された2-A-5-CPは 、p-CAの 芳香環 の水酸化体 で

あ る。 この酸化反応 は体 内での芳香族化合物の一般的な代謝経路 として報告 され てお り

[45]、 ウサギ におけ るP-CAの 尿 中代謝物 として も同物質 が報告 されて い る[58]。2-A

-5-CPは 非加水分解試料 か らは検 出 され なか ったため
、大部分 は抱合体 と して尿 中に排

泄 され て いる と考 え られた。

芳香族 ア ミノ化合物 は、 ヒ トを含 む哺乳動物 において、肝臓 ミク ロゾーム分画 の薬物 代

謝酵素 系 に よ りヒ ドロキ シア ミノ化合物 に酸化 され、 さ らにニ トロソ化合物 に変化 す るこ

とが知 られ てい る[14,77,78]。 イ ヌに静注 されたp-CAは 、p一 クロロニ トロソベ ンゼ ン
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に代 謝 され る ことが報告 されて いる[75]。 しか し、中毒患者 の尿 中か らはp-CAのN一 酸

化体で あるp-CNBは 検 出されなか った。また、第1節 にお いてp-CNBの 尿 中代 謝物

と して検 出 された2-C-5-NPやANPCの ようなニ トロ化合物 も検 出され なか った。

一方、p-CAは 体 内で メ トヘ モグ ロビンを形成 し、その形成 には代謝物で あるp一 クロロ

フ ェニ ール ヒ ドロキ シル ア ミンが関与 してい ると考 え られて いる[11]。 したが って、体 内

でp-CAのN一 酸化反応 に よ り生 じた ヒ ドロキ シルア ミノ体、ニ トロ ソ体 がさ らにニ トロ

体へ酸化 され る反応 は、 ヒ トでは弱 いか もしくは欠如 して いる と推定 された。 したが って 、

第1節 においてp-CNBに よる急性 中毒の際 に検 出 されたア ミノ化合物 はすべて、p-C

NBの 還 元 によ り生 じたp-CAが さ らに代謝 されて生成 した もの と示 唆 された。す なわ

ち、p-CNBに よる急 性 中毒の際に検 出され た2-A-5-CPは 、p-CNBか ら5一 クロ

ロー2一ニ トロフェノールを経て生 じた もので はな く、p-CAを 経 て生成 された もの と推

察 された。 また、同様 に、p-CNBに よる中毒患者の尿 中か ら検 出 されたp-CFAお よ

び2,4-DCAも 、p-CNBの 代謝 によ り生 じたp-CAか らさ らに代謝 され生成 した も

の と示唆 され た。

芳香族 ア ミノ化合物 のN一 アセチル抱合 は、イヌやキ ツネを除 く哺乳動物 にお いて報 告

されて いる[43-46]。p-CAに よる中毒患者 の尿 中か らp-CAAと4-C-2-HAAの2

種のN一 アセ チル化合物が非加水分解試料 か ら検 出 され たが、いずれ も痕跡量で あ り、 ヒ

トにお けるp-CAや2-A-5-CPに 対す るN一 アセチル抱合能は、他 の哺乳動物 に比べ

低 い と考え られ た。

芳香族ハ ロゲ ン化炭化水素 や芳香族ニ トロ化合物 を投与 したラ ッ ト、 ウサギ 、イ ヌ、 ヒ

ト等 の哺乳動 物 の尿 中に メルカプツール酸が排 泄 される ことが知 られて いる[37,45,52-

54]。 第1節 においてp-CNBに よる急性 中毒患者 の尿 中か らメル カプツール酸 の一種で

あるANPCが 検 出 されたが、 この代謝物 は、GC/MSに よる分析 時ガス クロマ トグ ラ

フの試料注 入 口で熱分解 され、p一 ニ トロチオ フ ェノール として確認 された。 しか し、p-

CAに よる中毒患者 の尿 中か らは、P一 ニ トロチオ フェノール 、す なわちANPCは 検 出

されなか った。 さ らに、p-CAの ア ミノ基 とグル タチオ ンとの置換反応 によ り生 じるN一

アセチル ーS-(4一 クロロ フェニ ール)-L一 システイ ンお よびp-CAの 塩素 基 とグル タチ

オ ンとの置換反応 によ り生 じるN一 アセチル ーS-(4一 ア ミノフェニール)-L一 システイ ン

の尿 中への排 泄を想定 し、 同様 にこれ らの熱分解 によ り生 じると推定 され るp一 ク ロロチ

オ フ ェノールお よびp一 ア ミノチオ フ ェノール の同定 を試みた。 しか し、患者 の尿 中か ら
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はいず れの物質 も検 出 されなか った。 したが って、 ヒ トで はp-CAか らメル カプツール

酸 は形成 されな いか、 または形成 され に くい と考え られた。
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第3節2,4一 ジ ク ロ ロ ア ニ リ ン 、P一 ク ロ ロ ホ ル ム ア ニ リ

ド の 尿 中 へ の 排 泄

1.緒 言

体 内に吸収 された薬物等 の化学物質 は、通常2段 階の反応 によ り代謝 され る。初 めの第

1段 階で は極 性の高 い官能基が分子 内に導入 される。 さ らに、第2段 階 の反応 において、

この極性化 された化合物が生体 内の基質 と結合 し、水溶性 の抱合体 とな り、体外 へ排 泄 さ

れる。第1段 階の反応 と して は、酸化、還元お よび加水分解、第2段 階の反応 と して は、

グル クロ ン酸 、硫酸 、 リン酸 、グル タチオ ンお よび各種 ア ミノ酸等 による抱合 、アセ チル

化 およびメチル化等 が知 られている[46,77,79,80]。

第1節 お よび第2節 において、それぞれP一 クロロニ トロベ ンゼ ン(P-CNB)、P一

クロロアニ リン(p-CA)に よる急性 中毒患者における尿 中代謝物 をガス クロマ トグラ

フィー/質 量分析(GC/MS)に よ り同定 した。 これ らの患者 の尿 中か ら検 出され た代

謝物 の うち、2,4一 ジクロロアニ リン(2,4-DCA)お よびp一 クロロホルム アニ リ ド

(p-CFA)は 、それぞれp℃Aの 芳香環 の塩素置換体お よびp-CAの ホル ミル抱合

体 と見なす ことがで きる。 しか し、 ヒ トを含 む哺乳動物 において、生体 内での塩素化反応

やホル ミル抱合 は、薬物等化学物質の一般 的な代謝経路 と して ほとん ど報告 されて いない。

本節では、 これ ら2物 質が、体 内でのp-CAの 代謝 によ り生 じた ものなのか 、尿試料

の保存 中やGC/MSに よる同定の際の前処理 の段階で生 じた ものなのかを検討 した。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化合物:2,4一 ジク ロロニ トロベ ンゼ ンは東京化成工業か ら、高速液体 ク ロマ トグラ フィー

(HPLC)用 メタ ノール はMerckか らそれぞれ購入 した。p-CA、2,4-DCA、p

-CFAお よび2一 ア ミノー5一クロロフェノール(2-A-5-CP)は 、第1節 で用 いた も

のを使用 した。
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尿試料:p-CAに よる急性 中毒患者か ら、事故発生後最初 に得 られた尿 を試料 として用

いた。また、3名 の非 曝露者(健 常者)か ら得 た尿 を対照 として用いた。

2,4-DCAお よびp-CFAの 確認:中 毒患者 の尿 中の2,4-DCAお よびp-CFAの

確認 は、GC/MSお よびHPLCに よ り行 な った。

A.GC/MS

1)試 料 の調製:患 者 の尿お よび対照尿 を遠 沈(2000×g、15分)後 、 その上清

を2通 り(① 、②)に 処理 した。 また、他のp-CA尿 中代謝物が尿の保 存 中に2,4-D

CA、p-CFAに 変化す るか否か を調べ るたあ、p-CAの 主要な尿 中代 謝物で あ るp-

CAお よび2-A-5-CPを 添加 し分析 までの期 間凍結保存 した対照尿を③ のご と く処理

した。

①非加水分 解:尿1mlを5規 定塩酸でpH1に 調整後、エ ーテル1mlを 加 え30分

間振 とう抽 出を行 い試料 を得 た(N-pH1)。 また、尿 をpH調 整せず(約pH6)に 、

そのままエ ーテル で抽 出 した もの(N)、0.2M一 リン酸緩衝液1mlを 加えてpH2に

調整後 工一テルlmlで 抽 出 した もの(N-pH2)も 試料 とした。

②酸加水 分解:尿1mlに10規 定硫酸0.1mlを 加え沸騰湯浴上で1時 間加熱 した

後 、5規 定水 酸化 ナ トリウム水溶液でpH1に 調整後 、エーテル1mlで 同様 に抽 出 し、

試料 を得 た(H2SO4-pH1)。 また、硫酸の代 わ りに10規 定硝酸お よび10規 定塩

酸 を用 いて加水分解 した もの も試料 とした(HNO3-pHl、HC1-pHl)。

③p-CA、2-A-5-CPの 対照尿への添加:対 照尿 にp-CAを 加えて1mg/ml

に調製 し一昼夜室 温に放置 したのち、-20℃ において分析 まで の期 間凍結保存 した。分

析 時解凍 し、尿1mlに 濃塩酸0.1mlを 加え沸騰 湯浴上で1時 間加熱 した。 同様 にp

H1ま た はpH10に 調整後 工一テル抽 出を行 い試料 を得 た(CA-A-pH1、CA-A-

pH10)。 加水分解 しない ものにつ いて も同様 に処理 し、試料 を得 た(CA-N-pH1、

CA-N-pH10)。 また、p℃Aの 代 わ りに2-A-5-CPを 対照尿 に添加 して1mg

/mlに 調製 した ものについて も同様 に処理 し、試料 を得 た(ACP-A-pH1、ACP

-A-pH10 ,ACP-N-pHl,ACP-N-pH10)0

2)分 析条件:第1節 と同 じ装 置を用い、Table1-3-1に 示 した3種 の条件(

Condition-1、Condition-2お よびCondition-3)で 各試料 を分析 した。2,4-DCA
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Table1-3-1.AnalyticalConditionsforGC/MS.

AnalyticalCondition Condition-1 Condition-2 Condition-3

Capillarycolumn

Columnoven

temperature

Injectionport
temperature

Separator
temperature

Ionsource
temperature

15mxO.33mml.D.,0.50Nmfilmthicknesscross-linked5%-

phenylmethylsilicone(Shimadz叫

Programmedfrom

110to220°Cat

8°C/minandkept

for8minattheinitial

temperatureand

keptfor10minat

thefinal

temperature

250°C

260°C

200°C

Programmedfrom

110to190°Cat

8°C/minandkept

for8minatthe

initialtemperature

andkeptfor10min

atthefinal

temperature

200°C

210°C

180°C

Programmedfrom

110to140°Cat

8°C/minandkept

for8minattheinitial

temperatureand

keptforIQminat

thefinal

temperature

150°C

160°C

160°C

Theotherconditionswereasfollows:injectionmodeintothegas

chromatograph,splitless;carriergas,helium;columnpressure,0.1kg/cm2;

ionizationmethodonthemassspectrometry,electronimpactmode(EI);

ionizationenergy,70eV;ionizationcurrent,300μA;acceleratingvoltage,3.O

kV;scanning,1to300a.m.u.forls.Thesamplesweredeterminedby

GC/MSunderthreedifferentanalysisconditions(Condition-1,Condition-2

andCondition-3).

およびp-CFAの 検 出は、第1節 と同様 に、 ジエチルエーテル に溶か した各標準物質 の

保持 時間お よびマススペ ク トル と比較 して行な った。

B.HPLC

1)試 料 の調製:患 者 の尿 お よび対照尿 を以下の2通 り(① 、②)に 処理 した。

①酸加水 分解:尿1mlと10規 定塩酸0.1mlを ス ク リュー管 に加 え、沸騰湯浴上

で1時 間加 熱 した。放 冷後 、5規 定水酸化 ナ トリウム水 溶液0.2mlを 加 え 中和 した。

遠沈(2000×g、15分)後 、上清 をア ドバ ンテ ックPTFEタ イプデ ィス ポーサ ブ

ル シ リンジフ ィル ター(DISMIC-13jp、 孔径0.50μm、 東洋濾 紙、東京)に よ りろ過 し、

試料 と した。

②非加水 分解:尿1mlを 無処理 のまま同様 にろ過 し、試料 と した。

2)分 析 条件:装 置 は、 日立製作所(東 京)製L-6200型 イ ンテ リジェ ン トポ ンプ、

L-4000型UVデ ィテ クター、D-2500型 クロマ トイ ンテグ レー ターを連結 して使

用 した。カ ラムには リクロカー トLiChrospher100RP-8(250mm×4mmLD.,粒
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子 径10μm)(以 下RP-8と 略)と ガ ー ドカ ラ ムLiChrospherRP-18(4mm×4m

mI.D.,粒 子径5μm)を 連 結 した リク ロカ ー トLiChrospher100RP-18(e)(125m

m×4mmI.D。,粒 子 径5μm)(以 下RP-18と 略)の2種 を用 い た(い ず れ も

Merck製)。 分 析 条 件 を 以 下 に示 す 。測 定 温度:室 温 、検 出波 長:240nm、 流 速:1

ml/mim、 移 動 相:(p-CFAの 確 認)カ ラム にRP-18を 用 い た場 合 は30%メ

タ ノ ール 溶 液 、..を 用 い た場 合 は20%メ タ ノール 溶 液 を使 用 した 。(2,4-DC

Aの 確 認)い ず れ の カ ラ ム を用 いた 場合 も40%メ タ ノ ール溶 液 を使 用 した 。 注入 量:2

0μ1。 各物 質 の 確 認 は、 そ の保 持 時 間 を標 準 物 質 の それ と比較 して行 な った 。

3.結 果

A.GC/MS

お の お の の 条 件 に よ り分 析 した 際、 各試 料 か らの2,4-DCAお よびp-CFAの 検 出

の有 無 を そ れ ぞ れTable1-3-2、1-3-3に 示 した。 各 試料 か ら検 出 され た2,4-D

CA、p-CFAの 保 持 時 間 は 、 いず れ の 測定 条 件(Condition-1、Condition-2お よ

びCondition-3)に お い て もそれ ぞれ4.0～4.1分 、10.0～10.1分 で あ った。

1)2,4-DCA

中毒 患 者 尿 の酸 加 水 分 解 試 料(HC1-pHl、H2SO4-pH1お よ びHNO3-pH1)

の いず れ か ら も2,4-DCAが 検 出 され た 。N-pH1、N-pH2お よびNか ら も2,4-

DCAが 検 出 され た が 、 酸加 水 分 解 試 料 に比 べ 少 量 で あ った。 ま た、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ

の試 料 注 入 口 の温 度 を下 げ て分 析 して も2,4-DCAの ピー クの 大 き さ は ほ とん ど変 わ ら

な か った(Condition-2お よびCondition-3)。 同様 に処 理 した対 照 尿試 料 か らは2,

4-DCAは 全 く検 出 され な か った 。 さ らに、2,4-DCAは 、CA-A-pH1、CA-A

-pH10
,CA-N-pHl,CA-N-pH10,ACP-A-pHl,ACP-A-pH1

0、ACP-N-pH1、ACP-N-pH10の いず れ か ら も検 出 され な か った。 ま た、 エ ー

テ ル にp-CAを 溶 か した 標 準 溶 液 か ら も2,4-DCAお よびそ の 酸 化 体 で あ る2,4一 ジ

ク ロ ロニ トロベ ンゼ ンは検 出 され な か った。
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Table 1-3-2. Detection of 2,4-DCA from Each Sample by GC/MS 
under Three Different Analytical Conditions.

Sample  Condition-1 Condition-2 Condition-3

 N-pH1 

N-pH2 

N

A 

A

A A 

A

 H2SO4-p  H  1 

 HNO3-pH1 

 HCI-pH1

O 

O 

O

O 

O 

O

O 

O 

O

 CA-A-pH1 

 CA-A-pH1  0 

 CA-N-pH1 

 CA-N-pH1  0

x

x

 ACP-A-pH1 

 ACP-A-pH10 

 ACP-N-pH1 

 ACP-N-pH10

x 

x

x

x 

x

 0 : detected,  A : trace,  x  : not detected.

Table 1-3-3. Detection of p-CFA from Each Sample by GC/MS under 

Three Different Analytical Conditions.

Sample  Condition-1 Condition-2 Condition-3

 N-pH1 

N-pH2 

N

 0 

0 

x x

x 

x 

x

 H2SO4-pH1 

 HNO3-pH1 

 HCI-pH1

O 

O 

0

A 

 X x 

x

 CA-A-pH1 

 CA-A-pH1  0 

 CA-N-pH1 

 CA-N-pH1  0

A 

 X 

x

A 

 X 

A 

 X

A 

 X 

x

 ACP-A-pH1 

 ACP-A-pH1  0 

 ACP-N-pH1 

 ACP-N-pH1  0 x

x

x 

x

 0 : detected,  A : trace, x : not detected.
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2)p-CFA

Condition-1の 条件 によ り分析 した際、p-CFAは 、Nか らは検 出 されなか ったが 、

N-pH1お よびN-pH2か らは検 出され た。 また、p-CFAは 、酸加水分解試 料、す

なわちHC1-pH1、H2SO4-pH1お よびHNO3-pH1か らも検 出 されたが、非加

水分解試料 か ら検 出 された量 に比べ少 なか った。 ガスクロマ トグラ フの試料 注入 口温度 を

下 げ、200℃ にす る(Condition-2)と 、Condition-1の 条件で分析 した際検 出され

たp-CFAは いず れの試料 において も微量 しか検 出されず 、 さらに、150℃ に下 げる

(Condition-3)と 確認 されなか った。 同様 に処理 した対 照尿試料か らは、p-CFAは

全 く検 出 され なか った。CA-A-pH1お よびCA-N-pH1か らp-CFAが 極 微量検

出 された。 しか し、 これ らの試料 か ら検 出され たp-CFAの 量 は患者尿 の場合 とは異 な

り、試料 注入 口温度 を下げて もピー クの大 きさは変化 しなか った。対照尿 に2-A-5-C

Pを 添加 した試料 お よびエーテル にp℃Aを 溶か した標準溶液か らは、p-CFAは 検 出

されなか った。p-CFAを エーテル に溶か した標準溶液では、いずれ の試料注入 口温度

において もほぼ同 じ大 きさの ピー クが検 出され た。

B.HPLC

1)2,4-DCA

カラム にRP-18を 用いた際の2,4-DCA標 準溶液、患者尿 および対照尿試料 の ク

ロマ トグ ラムをFig.1-3-1に 示 した。2,4-DCAの 保持 時間は、27.2分 で あ っ

た。患者尿 の加水分解試料 か ら2,4-DCAと 同 じ保持時間を示す ピークが検 出 され たが、

患者尿 の非加水分解試料 お よび対照尿か らは2,4-DCAは 検 出されなか った。 さ らに、

..を カラムに用 いた場合
、2,4-DCAの 保持時間は、21.4分 と少 し早 くな った

が、RP-18を 用 いた場合 と同様 の結果が得 られ た。

2)p-CFA

Fig.1-3-2にp-cFA標 準溶液、患者尿お よび対照尿試料 を、RP-18を カ ラム

に用 いて分 析 した際の クロマ トグラムを示 した。P-CFAの 保持時 間は17.6分 で あ っ

た。対照尿 か らはp-CFAは 検 出 されず、患者尿か らもp℃FAと 同 じ保持 時間を示す

ピークは検 出され なか った。同様 に、カラムに..を 用 いて も、患者 の尿か らp-CF

A(保 持 時 間:33.5分)は 検 出 されなか った。
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Fig. 1-3-1. HPLC Chromatograms of Standard Solution of  2,4- 
DCA  (3.0  pg/ml) (A) and Urine Samples of a Subject Acutely 
Poisoned with p-CA (B and C) and of a Volunteer not Exposed to  p-
CA (D). 
B and D: The urine samples were hydrolyzed with conc. HCI, and 
the hydrolysates were injected into the chromatograph after 
neutralization. C: The urine sample was directly injected into the 

 chromatograph.
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Fig. 1-3-2. HPLC Chromatograms of Standard Solution of p-CFA 
(1.5  pg/mI) (A) and Urine Samples of a Subject Acutely Poisoned 
with p-CA (B and C) and of a Volunteer not Exposed to p-CA (D). 
The urine samples (B, C and D) were prepared as shown in Fig.  1-
3-1.
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4.考 察

2,4-DCAお よびp-CFAは 対 照尿 か らは検 出されず、エーテル に溶か したp-CA

標準溶液 か らも検 出され なか った。 また、2,4一 ジクロロニ トロベ ンゼ ンの ような体 内で

の代謝 に よ り2,4-DCAを 生 じると推定 され る物質 も標準物質p-CA中 に不純 物 とし

て含 まれていない こ とを確認 した。 したが って、 これ らの2物 質 は、P-CAの 曝露 に関

連す る物質 であ ると示唆 され た。

芳香環 の核 のハ ロゲ ン化 は、化学的には通常 、 リン、 ヨウ素 、塩化第二鉄 または塩化 ア

ル ミニ ウム等を触 媒 とす るハ ロゲ ン陽イオ ンの親電子置換反応 によ り進行す る。 したが っ

て、芳香核 にア ミノ基等 の電子供与基 が存在す れば、塩素 との反応 はア ミノ基 のオル ト位

またはパ ラ位 にお いて速やか に進行 す る[81]。 また、収率 は悪 いが、 フェノール類 が三ハ

ロゲ ン化 リンまた は五ハ ロゲ ン化 リンと化学 的 に反応 して芳香族ハ ロゲ ン化合物 を生成す

る ことが知 られて いる[82]。 しか し、2,4-DCAは 、p-CAま たは2-A-5-CPを 対

照尿 に添加 し分析 まで の期 間凍結保 存 した試料 か らは検 出されなか ったため、患者 尿の保

存 中に化学 的 に上 記の よ うな反応が進行 して これ らの物質 か ら生 じた ものではない と考え

られ た。 また、GC/MSに お いて患者尿 の非加水分解試料 や、GC/MSの ような高温

での分析 を必要 と しな いHPLCに よる分析 において も2,4-DCAは 検 出 され 、2,4-

DCAは 、GC/MSに よる分析時やその分析試料調製時の前処理 の段 階で生 じた もので

はな い と考 え られた。尿 の加水分解 において、塩酸 の代わ りに硝酸 または硫酸 を用 いて も

ほぼ 同量 の2,4-DCAが 検 出されたため、第1節 および第2節 で加水分解 に用 い た塩 酸

の影響 に よ り生 じた もので もな いと考 え られた。患者尿の非加水分解試料か らも極微量 の

2,4-DCAが 検 出され たが、酸加水分解試料 か ら検 出された量 に比べ少 なか った。以上

の見解 よ り、第1節 および第2節 において、それぞれp-CNB、p℃Aに よる急 性 中毒

患者 の尿 中か ら検 出され た2,4-DCAはp-CAの 代謝物 の一種 であ り、p-CAの 核 の

塩素 化反応 によ り生 じた ものと考え られた。尿 中へ は大部分何 らか の抱合体 と して排 泄 さ

れて いるか、 または尿 中の他の成分 と結合 して存在す ると考え られ た。 ヒ トの多形核 白血

球 中の ミエ ロパ ーオキ シダーゼ[83-89]は 、菌類 の一種(aldariomycesll.:か ら単離

され たク ロロパ ーオ キシダーゼ[90-96]と 同様 に、過酸化水素 と塩素 イオ ンの存在下 酸性

溶液 中で 、基質 が塩素化 され る反応 を触媒す ることが知 られて いる。 しか し、 これ らはい

ずれ もinvitroで の研究成果で あ り、inVIVOの 研究 においては、2,4-DCAの よう
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な塩素化代謝物 は、 哺乳動物 における一般的な外来異物の代謝物 と して ほ とん ど知 られて

いない。 したが って 、 ヒ トを含 む哺乳動物 において、invivoで の珍 しい代謝経路 が存在

す ることが示唆 された。

p-CFAはp-CAのN一 ア シル化合物 である。生体 内の薬物代謝 におけるア シル抱合

は多 くの場合 アセチル抱合であ るが、まれにイヌや ラッ トにおいて芳香族 ア ミノ化合物 の

ホル ミル化 反応 が起 こるこ とが知 られている[46]。 また、Freitagら[74]は 土 中に埋 め ら

れ たp-CAが 一 部p-CFAに 変化す ることを報告 してい る。本節 では、 これ と同様 の作

用 を有す る菌 等が尿の保存 中に繁殖 して、尿 中に排泄 されたp-CAを 基質 と して代謝 し、

p-CFAを 生 じる もの と仮定 した。事実、p-CAを 溶か したエーテル 中か らはp-CF

Aは 検 出されなか ったが 、p-CAを 対照尿に添加 し、一昼夜放置 した後 一20℃ で分 析

までの期 間凍結保存 した試料か らはp-CFAが 極微量で あるが検 出され た。 このp-CF

Aの ピークは、エ ーテル に溶 か したP-CFAと 同様 にガスクロマ トグラフの試料 注入 口

温度 にかかわ らず ほぼ同 じ大 き さで あ り、尿 中でp-CAを 基質 とす る反応が起 こ り、p-

CFAを 生 じた もの と推定 された。一方、GC/MSに おいて試料注入 口温度 を250℃

に設定 した際 中毒 患者 の尿 中か ら検 出 され たp-CFAの ピークは、試料注入 口温度を下

げ150℃ で分析 す る と消失 した。 さ らに、GC/MSの ような高 温条件 での分析を必要

としないHPLCで は、標準物質p-CFAと 同 じ保持 時間を示 す代謝物 は中毒患者 の尿

か らは検 出 されなか った。 したが って、代謝物 として排 泄 されたp-CAを 基 質 とす る反

応が尿の保存 中に起 こ りp-CFAを 極微量生 じる可能性 もあ るが、第1節 お よび第2節

でGC/MSに よ り、p-CNBお よびp-CAに よる中毒患者の尿中か ら検 出され たp-

CFAの 大 部分 は、体 内での代謝 によ りp-CAか ら生 じたあ る代謝物 の熱分解 に よ り生

成 した もので ある と考 え られた。p-CFAは 、GC/MSに お いて酸性抽 出試料 か らの

み検 出され た ため、 この未知物質 は酸性物質 と推定 され た。
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第4節 尿 中Pク ロロオキザニ リン酸の検 出

1.緒 言

第1節 で、p一 クロ ロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)に よる急性 中毒患者 の尿 中か ら8種

の代謝物 をガ スクロマ トグラフ ィー/質 量分析(GC/MS)に よ り同定 した。また、第

2節 で は、p-CNBの 代謝物 の一種で あるp一 クロロアニ リン(p-CA)に よる急性 中

毒患者 の尿 中代謝物 を同様 に同定 し、p-CNB中 毒患者 にお いて も検 出され た6種 の代

謝物 を尿 中か ら検 出 した。 また、両 中毒患者 の尿 中か ら検 出されたp一 クロ ロホル ムアニ

リ ド(p-CFA)は 、GC/MSに よる分析 の際p-CAか ら生 じた ある代謝物 の熱分解

によ り生 じた もので あることを第3節 で明 らか に した。近年、Ehlhardtら[97]は 、p-C

Aを 投与 した ラ ッ ト、 マウスおよびサルの尿 中 よ り、投与物質であ るp-CA、p一 ク ロロ

アセ トアニ リ ド(p-CAA)、2一 ア ミノー5一クロロフェノール(2-A-5-CP)お よ

び4一 ク ロロー2一ヒ ドロキ シアセ トアニ リ ド(4-C-2-HAA)の ほか に、Fig.1-4-

1に 示 した2種 の代謝物、すなわ ち、p一 ク ロロオ キザニ リン酸(p-COA)と 極微量 の

p一クロ ログ リコール アニ リ ド(p-CGA)を 検 出 して いる。前4物 質 は、p-CNB急

性 中毒患者 お よびp-CA急 性 中毒患者 にお ける尿 中代謝物 の一部 と してす でに検 出 した。

本節 で は、p-CNBに よる急性 中毒患者 の尿 中か ら、すでに同定 され た8種 の代謝物

の ほか に、p-COAお よびP-CGAが 検 出されるか否かをGC/MSに よ り確 かめた。

A B

Fig.1-4-1.ChemicalStructuresofp-COA(A)andp-CGA(B) .
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2.材 料お よび実験方法

化合物:P-COAお よびP-CGAは 石津製薬(大 阪)よ り購入 した。P-CFAは 第1

節で用 いた ものを使用 した。

分析試料 の調製:p-CNBに よる8名 の急性 中毒患者 か ら中毒事故発生後最 初 に得 られ

た尿 を試料 と して用 いた。 また、4名 の非曝露者(健 常者)か ら得 た尿 を対照 として 用い

た。患者 尿 は遠 沈(2000×g、15分)後 その上清1mlを ス ク リュー管 に移 し、5

規定塩酸でpH1に 調整 した後 、 ジエ チルエーテル1mlを 加えて30分 間振 とう抽 出を

行 い、試料 とした。対 照尿 について も同様 に操作 し、試料 を得 た。

Table1-4-1.AnalyticalConditionsforGC/MS.

AnalyticalCondition Condition-1 Condition-2 Condition-3

Capillarycolumn

Columnoven

temperature

Injectionport
temperature

Separator
temperature

Ionsource
temperature

25mxO.33mml.D,,0.50μmfilmthickness

cross-linked5%-phenylmethylsilicone

(Shimadzu)

Programmedfrom80to220°Cat4°C/min

300°C

260°C

220°C

150°C

260°C

220°C

25mxO.33mm

I.D.,0.50Nmfilm

thicknesscross-

linked

polyethyleneglycol

(Shimadzu)

Programmedfrom

80to220°Cat

16°C/minandkept

for25minatthe

finaltemperature

300°C

260°C

220°C

Theotherconditionswereasfollows:injectionmodeintothegas

chromatograph,splitless;carriergas,helium;columnpressure,0.2kg/cm2;

ionizationmethodonthemassspectrometry,electronimpactmode(EI);

ionizationenergy,70eV;ionizatiOncurrent,300μA;acceleratingvoltage,3・O

kV;scanning,1to300a.m.u.forls.Thesamplesweredeterminedby

GC/MSunderthreedifferentanalysisconditions(Condition-1,Condition-2

andCondition-3).
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ガスクロマ トグラ フ/質 量分析計 と分析条件:第1節 と同 じ装置 を用 い、Table1-4-

1に 示 した3種 の条件(Condition-1、Condition-2お よびCondition-3)で 各試料

を分析 した。尿 中のp-COAお よびp-CGAの 検 出は、第1節 と同様 にメタ ノール に溶

か した各標準物質 の保 持時間お よびマススペ ク トル と比較 して行 な った。

3.結 果

8名 の患者の うち最 も多量のp-CNBを 吸収 したと推定される患者か ら得た尿試料を、

1000

0

0 5 15 20 25

1000 1500

30R了

SCAN

Fig.1-4-2.TypicalTotalIonChromatogramofaUrineSampleof

aSub亅ectAcutelyPoisonedwithρ 一CNBbyGCIMSunder

Condition-1.

,OOO

0

0 5 10 15 20 2b 30RT

bOO 囈000 SCAN

Fig.1-4-3.TotalIonChromatogramofStandardSolutionwith

DissoIvedp-COA(peak1)andρ 一CGA(peak2),25μglmIEach,

DeterminedbyGCIMSunderCondition-1.
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Fig.1-4-4.MassSpectrumoftheMetabolite(peakIinFig.1-4-2)
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Condition-1の 分 析 条 件 を用 いたGC/MSに よ り測 定 した 際 の トー タ ル イ オ ンク ロマ ト

グ ラ ムをFig.1-4-2に 示 した。 また 、 同 じ条 件 で 測 定 した 際 の 、p-coAお よ びp-

CGAの 標 準 溶 液 の トー タル イオ ンク ロマ トグ ラ ムをFig.1-4-3に 示 した。Fig.1

-4-2に お け る ピー ク1(保 持 時 間:18 .1分)は 、 対 照 尿 か らは 検 出 され な か った 。

この ピー クの保 持 時 間 お よび マ ス スペ ク トル はFig.1-4-3に 示 した 標 準 物 質p-CO

Aの ピー ク(ピ ー ク1)の 保 持 時 間 お よ びマ ス スペ ク トル と一 致 した(Fig.1-4-4)。

さ らに 、Condition-3の 分 析 条 件 に よ り、 同様 に 中毒 患 者 尿 お よ び標 準 物 質 を分 析 した

際 、標 準 物 質p-COAと 同 じ保 持 時 間(22.4分)お よ び 同 じマ ス スペ ク トル を 示 す 代

謝 物 が 患者 の尿 試 料 か ら検 出 され た 。 したが って 、Fig.1-4-2中 に検 出 され た ピー ク

1は 、p-COAと 同定 した。p-COAは 、 中毒 患者8名 全 員 の尿 中か ら検 出 され た。 検

出 され たp-COAの マ ス スペ ク トル で は そ の分 子 イ オ ンピー ク(M/Z199)は 検

出 され ず(Fig.1-4-4)、 第1節 に お いて 同患者 の尿 中 よ り検 出 され たp-cFAの

マ ス スペ ク トル(Fig.1-1-4)と 一 致 した。 そ こで 、標 準 物 質P-CFAを

Condition-1お よ びCondition-3の 条件 に よ り分 析 す る と、 そ の保 持 時 間 は、p-COA

の保 持 時 間 と一 致 した 。 しか し、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フの試 料 注入 口温度 の みCondition-

1(300℃)と 異 な るCondition-2(150℃)の 条件 に よ り分 析 す る と、 中毒 患者

尿 お よび標 準 物 質p-COAに お いて この ピー クは消 失 した が 、 標 準 物 質p-CFAに お け

るそ の ピー ク は 、他 の分 析 条 件 を用 い た場 合 と同様 に検 出 され た。.
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一方
、標準物質p℃GAと 同 じ保持時間お よび 同 じマススペ ク トル を示す物質 は、 い

ずれ の分析 条件を用 いた際 も、 どの患者 の尿試 料か らも検 出されなか った。

'4
.考 察

以上 の結果 よ り、p-COAは 、GC/MSに よる分析の際、試料注入 口にお いて15

0℃ ～300℃ でp-CFAに 熱分解 され る と考 え られ た。 したが って、第1節 、第2節

において 、それぞれp-CNB急 性 中毒患者 お よびp-CA急 性中毒患者の尿 中か ら、GC

/MSに よ りp-CFAと して検 出された物質 、す なわち、第3節 において考察 され た、

ガス クロマ トグラ フの試料 注入 口での熱分解 に よ りp-CFAを 生 じるp-CAの 酸性代謝

物 は、p-COAで あ ると考 え られた。

一 方
、P℃GAは 、患者 の尿 中か ら検 出され なか った。また、p-CAを ラ ッ トに経 口

投与(20mg/kg)後24時 間内に尿 中に排泄 され るp-CGAは 極微 量(投 与量 の

0.5%)で ある と報告 されてい る[97]。 したが って、p-CGAは 、 ヒ トにおけ るp-C

NBの 尿 中代謝物 と して重要 ではない と考え られ た。
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第2章p一 ク ロ ロニ トロベ ンゼ ンの 代 謝 経 路

第1節 ラ ッ トにお けるP一 クロロニ トロベ ンゼ ンの尿 中

代謝物 の 同定

1.緒 言

緒 論 で も記 述 した よ う に、 化 学物 質 の 曝 露 に お いて 、 そ の 吸収 量 を 生物 学 的 モ ン タ リ ン

グ に よ り評 価 す る ため に は、 そ の 曝 露 を正 確 に反 映 す る指 標物 質 が必 要 で あ る 。指 標物 質

は 、 で き る だ け容 易 に得 られ る生 物 学 的試 料 中 に存 在 す る もの が よ く、 多 くの場 合 、 尿 中

に排 泄 され る そ の代 謝 物 が 指 標 と して 用 い られ る。 尿 中代 謝 物 を 指 標 物 質 と して 用 い る 際 、

用 い る代 謝 物 を 選 択 す る上 で 、 曝露 され た化 学 物 質 の体 内で の 動 態 に関 す る知 見 を 得 る こ

とは重 要 で あ る 。

本 章 で はp一 ク ロ ロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)の 体 内動 態 を調 べ る た め 、 まず 本 節 で

は、 第1章 の 中毒 患者 の場 合 と同様 に ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー/質 量 分 析(GC/MS)

に よ り、 ラ ッ トに お け るp-CNBの 尿 中代 謝 物 の 同定 を試 み た 。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化 合 物:P-CNB、P一 ク ロ ロア ニ リ ン(p-CA)、2,4一 ジ ク ロ ロア ニ リン(2,4-

DCA)、P一 ア ミノ フ ェノー ル 、P一 ヒ ドロキ シア セ トアニ リ ド、p一 ア ミノ チオ フ ェ ノ ー

ル 、P一 ク ロ ロア セ トアニ リ ド(P-CAA)、P一 ク ロ ロ チオ フ ェ ノ ール 、P一 ク ロ ロオ キ

ザ ニ リ ン酸(p-COA)、p一 ク ロ ロ グ リコール アニ リ ド、N一 アセ チル ーS-(4一 ニ トロ

フ ェニ ー ル)-L一 システ イ ン(ANPC)、N-(4一 ク ロ ロ フ ェニ ール)ア セ トヒ ドロキ

サ ム酸 、N-(4一 ク ロ ロ フ ェニ ール)グ リコー ル ヒ ドロキサ ム酸 、N一 ニ トロ ソメ チ ル ウ

レア、2一 ク ロ ロ ー5一ニ トロ フ ェ ノール(2-C-5-NP)、5一 ク ロ ロ ー2一ニ トロ フ ェノ ー

ル 、2一 ア ミノ ー5一 ク ロ ロ フ ェ ノール(2-A-5-CP)、5一 ア ミノ ー2一 ク ロ ロ フ ェ ノー

42



ル 、4一 ク ロ ロ ー2一 ヒ ドロキ シア セ トアニ リ ド(4-C-2-HAA)お よび4一 ク ロ ロー3一

ヒ ドロキ シ ア セ トア ニ リ ドは、 第1章 で 用 い た もの を使 用 した 。

分析試 料の調製:10週 齢 のSprague-Dawley(SD)系 雄性 ラ ッ ト(日 本SLC、 静 岡)

6匹(386±16g)の 腹腔 内にオ リーブ油 に溶か したp-CNB100mg/kgを

1回 投与 した。投与後8～24時 間に排泄 され た尿 をステ ンレス製代謝 ケー ジ(日 本 ク レ

ア製CL-0304型 、大 阪)を 用 いて採取 し、6匹 の ラッ トか ら得 られ た尿 は混ぜ合わ

せ試料 と した。 ラ ッ トは投与1週 間前か ら一 匹つつ代謝 ケー ジに入れて馴 らせ 、実験期 間

中餌(LaboratoryChowMF、 オ リエ ンタル酵母)お よび水 は 自由に摂取 させ た。p-CN

B投 与前24時 間に得 た尿を対照 として用いた。p-CNB投 与 ラ ッ トか ら得 た尿 を第1

章第1節 と同様 に処理 し、4種 の分析試料(A-pHl、A-pH10、N-pHユ お よび

Table2-1-1.AnalyticalConditionsforGC/MS.

AnalyticalCondition Condition-1 Condition-2 Condition-3

Capillarycolumn

Columnoven

temperature

Injectionport
temperature

Separator
temperature

Ionsource
temperature

20mxO.33mml.D.,0.50Nmfilmthickness
cross-linked5%-phenylmethylsilicone

(Shimadzu)

Programmedfrom

120to230°Cat

8°C/minandkept

for8minattheinitial

temperature

250°C

260°C

200°C

Programmedfrom

100to230°Cat

4°C/min

250°C

260°C

200°C

25mxO.33mm

I.D.,0.50Nmfilm

thicknesscross-

linked

polyethyleneglycol

(Shimadzu)

Programmedfrom

120to230°Cat

8°C/minandkept

for8minattheinitial

temperatureand

keptfor15minat

the final
temperature

250°C

260°C

200°C

Theotherconditionswereasfollows:injectionmodeintothegas

chromatograph,splitless;carriergas,helium;columnpressure ,0.1kg/cm2;

ionizationmethodonthemassspectrometry,electronimpactmode(EI);

ionizationenergy,70eV;ionizationcurrent,300μA;acceleratingvoltage
,3.OkV

; _scanning,1to300a.m.u.forls.ThesamplesweredeterminedbyGC/MS
underthreedifferentanalysisconditions(Condition-1 ,Condition-2

andCondition-3).
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N-pH10)を 得 た。対 照尿 につ いて も同様 に処理 し、試料を得 た。試料 のメチル 化が

必 要な場合 は、N一 ニ トロソメチル ウレアか ら発 生 させ た ジアゾメタ ンで試料 の一 部 をメ

チル化 したの ち、分析 した。

ガスク ロマ トグラフ/質 量 分析計 と分析条件:第1章 第1節 と同 じ装置 を用い、Table

2-1-1に 示 した3種 の条件(Condition-1、Condition-2お よびCondition-3)で

各試料 を分析 した。各尿 中代謝物の 同定 は、第1章 第1節 と同様 に、 ジエ チルエ ーテル に

溶 か した各標準 物質 の保持 時間およびマススペ ク トル と比較 して行 な った。

3.結 果

p-CNB投 与 ラ ッ ト尿 か ら調製 され た4種 の試料 を、Condition-1の 分析条件 を用 い

たGC/MSに よ り測定 した際得 られた トータルイオ ンクロマ トグラムをFig.2-1-1

に示 した。a～qの 各 ピー クは、対照尿か らは検 出されなか ったため、p-CNBの 代謝

物 の ピー クで ある と考 え られた。A-pH1か らは5種(a、b、c、d、e)、A-pH

10か らは4種(f、g、h、i)、N-pH1か らは7種(j、k、1、m、n、o、

p)、N-pH10か らは1種(q)の 代謝物が検 出された。同 じ条件 で測定 した ときの

標準物質 の トータルイオ ンクロマ トグラムをFig.2-1-2に 示 した。代謝物a～qの 保

持 時間お よびマススペ ク トル は、それぞれ以下 のごと く各標準物質 の保持時 間およびマス

スペ ク トル と一 致 した。代謝物a、f、jお よびqとp-CA、kとp-CNB、bお よび

gと2,4-DCA、cお よび1とANPC、d、hお よびmと2℃-5-NP、iと2-A

-5-CP 、eお よびnとp-COA、oとp-CAA、pと4-C-2-HAA。 す なわ ち、

.p-CNBを 投与 したラ ッ トか ら得 た尿をCondition-1の 分析条件 を用 いたGC/MSに

よ り測定 した際、9種 の標準物質 と同 じ保持時間お よび同 じマススペ ク トル を示す代謝物

が検 出された。

さ らに、Condition-2、Condition-3の 分析条件 によ り、尿試料 中の代謝物 お よび標

準物質 を同様 に測定 した際、上記 の9種 の標準物質 と同 じ保持 時間お よび同 じマ ススペ ク

トル を示 す代謝物が各尿試料 か ら検 出され た。

以上 の結 果か ら、Fig.2-1-1中 に検 出された各代謝物 をTable2-1-2の ごと く

同定 した。 同定 された9物 質の うち、投与物質で あるp-CNBを 除 く8種 の代謝物 は、
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0 500 1000 SCAN

Fig.2-1-1.TypicalTotalIonChromatogramsofUrineSamplesof

RatsAdministeredρ 一CNBbyGCIMSunderCondition-1.

い ず れ も第1章 に お い てp-CNBに よる急 性 中毒 患者 の尿 中か ら検 出 され た もの で あ っ

た 。

一 方
、 標 準 物 質p一 ア ミノ チオ フ ェ ノール 、P一 ク ロ ロチオ フ ェ ノール 、5一 ク ロ ロー2

一ニ トロ フ ェ ノール
、P一 ア ミノ フ ェ ノール 、P一 ヒ ドロキ シア セ トア ニ リ ド、5一 ア ミノー

2一 ク ロ ロ フ ェ ノー ル 、4一 ク ロロー3一 ヒ ドロキ シア セ トア ニ リ ド、P一 ク ロ ログ リコー ル

ア ニ リ ド、N-(4一 ク ロ ロフ ェニ ール)ア セ トヒ ドロキ サ ム酸 お よびN-(4一 ク ロ ロ フ ェ

ニ ール)グ リコー ル ヒ ドロキサ ム酸 と同 じ保 持 時 間 お よび 同 じマ ス ス ペ ク トル を 示 す 物 質

は、 第1章 のp-CNBに よる 中毒 患者 の 場合 と 同様 に、 どの尿 試 料 か らも検 出 され な か っ

た。
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0 S 10 15 ZORT

SCAN

Fig.2-1-2.TotalIonChromatogramofAuthenticStandardsofp-

CNBMetabolitesDeterminedbyGC/MSunderCondition-1.

Peak1,ρ 一CA(18μglmI);peak2,p-CNB(36μglml);peak3,2,4-

DCA(36μglml);peak4,ANPC(290μglm1);peak5,2-C-5-NP(218

μglmI);peak6,2-A-5-CP(218μglmI);peak7,ρ 一COA(73μglmI);

peak8,ρ 一CAA(36μglmI);peak9,4-C-2-HAA(55μglml).

Table2-1-2.IdentificationofUrinaryp-CNBMetabolites
(a-q)ShowninFig.2-1-1.

Urinesamples A-pHiA-pH10N-pHIN-pH10

p-CA

p-CNB

2,4-DCA

ANPC

2願C-5・NP

2-A騨5-CP

p-COA

p-CAA

4-C-2-HAA

a

b

C

d

e

f

g

h

i

1

k

i

m

n

O

P

4

a-q:metabolitepeakinFig.2-1-1.

‐:notdetected .

4.考 察

p-CNB投 与 ラ ッ トの尿 中よ り、投与 物質 であるp-CNBが 検 出され たが極微量 で あ

り、吸収 されたp-CNBは 、尿 中へ は大部分代謝 され たの ち排泄 され る と考 え られ た。

芳香族ニ トロ化合物 のベ ンゼ ン核 の水酸化反応やニ トロ基 の還元反応 は、哺乳動物 にお

ける一般 的 な代謝経路 として よ く知 られている[37,45]。p℃A、2-C-5-NPお よび
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2-A-5-CPが これ らの代謝物 と して尿 中か ら検 出されたが、主 と して加水分解試料 中

か ら検 出 され たたあ、 これ らの代謝物 は主 に抱合体 として尿中に排泄 され ると考え られ た。

メル カ プツール酸 は、芳香族ハ ロゲ ン化炭化水素や芳香族 ニ トロ化合物 に曝露 され たラ ッ

ト、ウサギ、イ ヌ、 ヒ ト等 の哺乳動物の尿 中に排泄 され ることがよ く知 られてい る

[37,45,52-54]。 本節 において も、 メルカプ ツール酸の一種 であるANPCが 、試 料N-p

H1の トー タルイオ ンクロマ トグラム上で大 きな ピー クとして検 出され た(Fig.2-1-

1)。 したが って、吸収 され たp-CNBの かな りの量 は、p-CNBの 塩素基 の置換 を伴

うグル タチオ ン抱合を受 け、その後 メルカプツール酸 とな り尿 中へ排 泄 され る もの と考 え

られ た。

2,4-DCAは 、第1章 においてp-CNBお よびp℃Aに よる急 性 中毒患者 の尿試料

か らも検 出された代謝物 であ る。2,4-DCAは 、p-CNB投 与 ラ ッ トか ら得 た尿 を加

水分解 した試料か らのみ検 出 されたため、 ヒ トの場合 と同様 に、尿 中へ は大 部分 何 らか の

抱合体 と して排泄 されてい るか、または尿 中の他 の成分 と結合 して存在す ると考 え られ た。

p-CNB投 与 ラ ッ トの尿 中よ り、投与物 質p-CNBと8種 の代謝物が検 出 された。p

℃NBを 除 く8種 の代謝物 は、いずれ も第1章 においてp-CNBに よる急性 中毒 患者 の

尿か ら同定 された代謝物で あ り、 ラ ッ ト、 ヒ ト両者 におけるp-CNBの 尿 中代謝物 は完

全 に一 致 した。 したが って、p-CNBは 、両者 において、 同 じ代謝を経て尿 中へ排潅 さ

れ ると推 定 された。
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第2節 ラ ッ トにお けるPク ロロニ トロベ ンゼ ンの代謝

経路

1.緒 言

化 学 物 質 の 曝 露 に お い て 、 そ の化 学 物 質 の 尿 中代 謝 物 か ら曝露 量 を評 価 す る た め の指 標

とな る代 謝 物 を選 択 す る 際 、 曝 露 され た物 質 の体 内で の代 謝 経 路 を 明 らか にす る こ とは 重

要 で あ る 。

第1章 で は 、p一 ク ロ ロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)に よ る急 性 中毒 患 者 の尿 中 か ら8

種 の代 謝 物 を 検 出 した 。 ま た 、 本章 第1節 で は、p-CNB投 与 ラ ッ トの 尿 中 よ り、急 性

中毒 患 者 と 同 じ8種 の代 謝 物 が 検 出 され 、p-CNBは 、 ヒ ト、 ラ ッ ト両 者 に お い て 、 同

じ代 謝 経 路 に よ り尿 中 へ排 泄 され る と推定 され た。

本 節 で は 、p-CNBの 尿 中代 謝 物 で あ るp一 ク ロ ロ アニ リ ン(p-CA)、p一 ク ロ ロ ア

セ トア ニ リ ド(P-CAA)ま た は2一 ア ミノー5一ク ロ ロ フ ェ ノ ール(2-A-5-CP)を

投与 した ラ ッ トにお いて 、p-CNB投 与 の 際尿 中 か ら検 出 され たp-CNBお よび8種 の

代謝 物 の 検 出 を 、 そ れ ぞ れ ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー/質 量 分 析(GC/MS)に よ り試 み 、

p-CNBの 代 謝 経 路 につ いて 検 討 した。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化 合 物:P-CNB、P-CA、2,4一 ジク ロ ロア ニ リ ン(2,4-DCA)、P-CAA、

N一 ア セ チル ーS-(4一 ニ トロ フ ェニ ール)-L一 シス テ イ ン(ANPC)、Pク ロ ロオ キ

ザニ リン酸(p-COA)、2一 ク ロ ロー5一ニ トロ フ ェ ノー ル(2-C-5-NP)、2-A-

5-CPお よ び4一 ク ロ ロー2一 ヒ ドロキ シア セ トアニ リ ド(4-C-2-HAA)は 、 第1章

で用 い た もの を使 用 した 。

分 析 試 料 の 調 製:9週 齢 のSprague-Dawley(SD)系 雄 性 ラ ッ ト(日 本 ク レア)(28

0～320g)3匹 つ つ3群 に分 け、 各群 の ラ ッ トの腹 腔 内 にオ リー ブ油 に溶 か したp-

CA、p-CAAま た は2-A-5-CP100mg/kgを1回 投 与 した。 投 与 後24時 間
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内に排泄 され た尿 を代謝 ケー ジ(日 本 ク レア製CL-0304型)を 用 いて採取 し、同 じ

群 の ラ ッ トか ら得 られた尿 は混ぜ合わせ試料 と した。ラ ッ トは投与1週 間前か ら一 匹づっ

代謝 ケー ジに入れて馴 らせ 、実験期 間中餌(LaboratoryChowMF、 オ リエ ンタル酵 母)お

よび水 は 自由に摂取 させ た。各物質の投与前24時 間に得 た尿を対照 と して用 いた。各尿

試料 は遠 沈(2000×g、15分)後 、それぞれその上清を以下の3通 りに処理 し各代

謝物 の検 出を試 みた。

2-C-5-NPお よび2,4-DCAの 検出 尿3mlに 濃塩酸0.3mlを 加え、 沸騰 湯

浴上 で1時 間加熱 し加水分解 した。放冷後、その1mlを スク リュー管 に移 し、5規 定塩

酸 または5規 定水酸化 ナ トリウム水溶液でpH1に 調整 したの ち、 ジエチルエ ーテル1m

lを 加 えて30分 間振 とう抽 出を行ない試料 と した。

p℃Aお よび2-A-5-CPの 検 出 上記の加水分解尿の1mlを 別の スク リュー管 に

移 し、pH10に 調整 したのち、 同様 にジエチルエーテル1mlで 抽 出 して試 料 とした。

-CNB 、ANPC、 ℃AA、4-C-2-HAAお よび 一COAの 検 出 尿lml

を加水分解 せず にpH1に 調整後、 同様に ジエチルエ ーテルlmlで 抽 出 して試料 とした。

ガ スクロマ トグ ラフ/質 量分析計 と分析条件:第1章 第1節 と同 じ装置 を用 い、第1章 第

4節 にお いて用いた分析条件(Table1-4-1のCondition-1)で 各試料 を分析 した。

各尿 中代謝物 の検 出は、第1章 第1節 と同様 に、ジエチルエーテル に溶 か した各 標準物質

の保 持時 間お よびマス スペ ク トル と比較 して行 な った。

3.結 果

p-CA、p-CAAま た は2-A-5-CPを 投与 された各 ラッ トにおける尿 中代謝 物の

分析結果 をTable2-2-1に 示 した。p-CA投 与 ラ ッ トお よびp-CAA投 与 ラ ッ トの

尿 中よ り同 じ6種 の代謝物、すなわち、p-CA、2,4-DCA、2-A-5-CP、p-C

AA、4-C-2-HAAお よびp-COAが 検 出され た。一方 、2-A-5-CPを 投与 した

ラッ トの尿 中か らは4-C-2-HAAと 投与物質2-A-5-CPの2物 質 のみが検 出 され た。

また、いずれ の物質 を投与 した場合 も、p-CNB、2℃-5-NPお よびANPCは ラ ッ

トの尿 中か ら検 出 されなか った。
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Table2-2-1.DetectionofUrinaryMetabolitesinRatsTreatedIntraperitoneally

withρ 一CA,2-A-5-CPorp-CAA.

Urinarymetabolites

Dosedp-CNB2-C-5-ANPCp-CA2,42-A-5-p-CAA4:G2-rrCOACPHAA

substancesNPDCA

p-CA-

2-A-5-CP-

p-CAA一

0

0

0

0

0

0

0

0

0

O

O

O

0

0

〇 二detected;一:notdetected.

4.考 察

p-CA投 与 ラ ッ トの尿か ら、p-CAAが 検 出され、p-CAA投 与 ラ ッ トの尿 か ら、

p-CAが 検 出され た。また、Newellら[98]は 、p-CAAを 投与 したラ ッ トの尿 中 にP-

CA、2-A-5-CP、4-C-2-HAAお よび投与物質p-CAAが 排泄 され ることを報

告 してい る。 したが って、 ラ ッ ト体 内において、p-CAの アセチル化 とp-CAAの 脱 ア

セチル化の可逆反応 が起 こることが示唆され た。2-A-5-CPを 投与 した ラ ッ トの尿 中

か らは4-C-2-HAAと 投与物質2-A-5-CPの2物 質 しか検 出されなか ったため、2

-A-5-CPの 芳香環の還元反応 によるp-CAへ の代謝 は起 こ らな いと考え られ た。 また、

いずれ の物質 を投与 した場合 も、ニ トロ化合物(p-CNB、2-C-5-NPお よびANP

C)は ラ ッ トの尿 中か ら検 出 されず、p℃Aの ア ミノ基 の酸化 によるp-CNBの 生成反

応 は、 ラ ッ ト体 内で は起 こ らない と考え られ た。Ehlhardtら[97]は 、p-CAを 投与 した

ラ ッ ト、マ ウスお よびサルの尿 中か ら微量のp一 クロログ リコールアニ リ ド(p-CGA)

を検 出 して い る。 また、Kieseら[99]は 、p-CAAを 投与 した ウサギの尿 中よ り、p-C

GAお よびP-COAを 検 出 してお り、P-COAは 、P℃AAの 酸化 によ り生 じたp-C

GAか ら生成 す る と報告 して いる。 したが って、本章第1節 にお いてp-CNB投 与 ラ ッ

トの尿 中か らは、p-CGAは 検 出されなか ったが、検 出され たp-COAは 、p-CGA

を経 由 し、p-CAAか ら生 じた もの と示唆 された。以上 の見解 を もとに、 ラ ッ トにおけ

るp-CNBの 代謝経路 をFig.2-2-1に 示 した。芳香環 の水酸化反応 は、芳香族化合

物の代謝経路 と して よ く知 られてい る[44]。p-CAAに お けるアセチルア ミノ基 、塩素

基 は共 に、化 学的 にはオル ト・パ ラ配向性基 であるが、 アセチル ア ミノ基 のほ うが よ りそ
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Fig.2-2-1.MetabolicPathwayofρ 一CNB.

Dottedline:itwasnotclearwhether4-C-2-HAAwasformedby

hydroxylationofp=CAA.

の性質 は強い。 したが って、化学 的には、p-CNB投 与 ラ ッ トにおいて検 出され た4-C

-2-HAAの 一部 は、p-CAAの アセ チルア ミノ基のオル ト位 における酸化 によ り生 じ

た可能 性 もあるが、 ラ ッ ト体 内で この反応が起 こるか否かは、明かで はな い。

本章 第1節 において、p-CNB急 性 中毒患者 およびp-CNB投 与 ラ ッ トの尿 中代謝物

は一致 す るこ とを確認 した。 また、第1章 第2節 において同定 したp-CNBの 代謝物 の

一 種であ るp-CAに よる急性 中毒患者 の尿 中代謝物は、本節 でp-CA投 与 ラ ッ トにおい

て同定 され た尿 中代謝物 と一致 した。 したが って、P-CNBは 、 ヒ トにおいて もFig.

2-2-1に 示 した ラ ッ トと同 じ代謝 を経 て尿 中に排泄 され ると考 え られた。
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第3章 血 漿 中P一 ク ロ ロニ トロベ ンゼ ンお よ び そ の 尿

中代 謝 物 の 定 量

第1節 血漿 中p一 ク ロロニ トロベ ンゼ ンの逆相高速 液体

クロマ トグラフ ィーによる定量

1.緒 言

緒論 に も記 述 した ように、p一 ク ロロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)は 、血 液毒性 、変異

原性 、発癌 性等様 々な毒性を有 しているため、p-CNBの 製造作業や取 り扱い作業 に従

事す る労働者 において、その曝露量 を把握す ることは重要 であ る。一般 的 に、有害化学物

質 の吸収量 は、尿 、血液、呼気 、汗、唾液等 の生物 学的試料 中のその化学物質 またはその

代謝物 の定 量 によ り評価 され る。 しか し、p-CNB等 の工業薬 品は、医薬 品類 とは異 な

り、本来意 図的に体 内へ取 り込まれ るものではないため、生物 学的試料 中の分析法 に関す

る報告 は少 ない。

本研 究の 目的であ るp-CNB曝 露 における生物学 的モニ タ リング指標を確立す るため

には、p-CNBの 体 内動態を明 らか にす る事 は重要で ある。第5章 にお いて、p-CNB

投与 ラ ッ トか ら経 時 的に採取 した尿お よび血漿試料 を用 いその代謝を動力学 的に解 析す る

ため、本節 では、少量 の血液を用い た血漿中p-CNBの 高速液体 クロマ トグラ フィー(

HPLC)に よる簡易で正確な高感度定量法の開発 を試み た。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化合物:内 部 標準物質p一 プ ロモニ トロベ ンゼ ン(p-BNB)お よびヘパ リンナ トリウム

は和光純薬工 業か ら購入 した。p-CNBお よびHPLC用 メタノール は、第1章 で用 い

た ものを使 用 した。
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液 体 ク ロ マ トグ ラ フ:装 置 は、 日立 製 作 所 製L-6200型 イ ンテ リジ ェ ン トポ ンプ 、6

55A-52型 カ ラ ムオ ー ブ ン、L-4000型UVデ ィテ ク タ ー、D-2500型 ク ロマ

トイ ンテ グ レー タ ー を連 結 し、 使 用 した。 イ ンジ ェク ター は 、Rheodyne製50μ1の サ

ンプル ル ー プ付 き の7125型 ク ロマ トグ ラ フ ィ ックイ ンジ ェク タ ー(CA、USA)を

用 い た 。

分 析 条 件:移 動 相 の水 は 、 ア ドバ ンテ ックニ トロセル ロー ス メ ンブ ラ ン フ ィル ター(孔 径

0.45μm)(東 洋 濾 紙)に よ りろ過 して 使 用 した。 血 漿 中p-CNBは 、 ガ ー ドカ ラ ム

LiChrospherRP-18(e)(4mm×4mmI.D.,粒 子 径5μm)を 連 結 した 分 析 カ ラ ム

LiChrospher100RP-18(e)(125mm×4mmI.D.,粒 子径5μm)(Merck)を 用 い 、

メ タ ノー ル:水 二45:55(v/v)の 移 動 相 で、 流 速1ml/min、 カ ラ ム温 度

30℃ で 溶 出 し、検 出波長280nmで 測 定 した 。試 料50μ1を 装 置 に注 入 した。

標 準 溶 液:p-CNBの 標 準 物 質 を メ タ ノール に 溶 か し、1mg/mlの 液 を 調 製 した。

この 溶 液 は 、4℃ で の遮 光 保 存 で は約1週 間安 定 で あ る。 分 析 時 、 さ らに、 メ タ ノ ール で

希 釈 し、0.050、0.10、0.20、0.50、1.0、2.0、5.0、10.0、20.

0、50.0お よ び100.0μg/mlの 液 を 調製 し、p-CNBの 標 準 溶 液 と した 。

内部 標 準 溶 液:内 部 標 準 物 質 ・ を メ タ ノ ール に溶 か し、1mg/mlの 液 を調 製

した。 この 溶 液 は、4℃ で の遮 光 保 存 で は約1週 間安 定 で あ る。 分 析 時 、 さ らに、 メ タ ノー

ル で 希 釈 し、10.0μg/mlの 液 を調 製 し、 内部 標準 溶 液 と した。

動 物 お よ び試 料 採 取:p-CNB投 与 ま た は無 投 与 の9週 齢 のSprague-Dawley(SD)系

雄 性 ラ ッ ト(日 本 ク レア)(310～3359)の 血 液 を 、無 麻 酔 下 、 金 武 の方 法

[100]に よ り鎖 骨 下 静 脈 か ら採 取 し、試 料 に用 い た。p-CNB投 与 ラ ッ トの血 液 は 、 オ リー

ブ油 に 溶 か したp-CNB100mg/kgを ラ ッ トの腹 腔 内 に一 回投 与 後 得 た 。

分 析 試 料 の調 製:あ らか じめ 少 量 の ヘパ リ ンナ トリウ ムを加 え た1.5ml用 プ ラス チ ッ

ク製 遠 沈 管(バ イ オ プ ラ ス チ ック、 大 阪)に 血 液約0.15mIを 採 取 した の ち、 直 ち に

遠 沈(2000×g、15分)し 血 漿 を 分離 した 。得 られ た血 漿50μ1を 別 の遠 沈 管 に
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分取 し、 内部標 準溶液 お よびメタノールをそれぞれ50μ1つ つ加 え除蛋 白 した。混 和後

遠沈(3000×g、15分)し 、その上清をア ドバ ンテ ックPTFEタ イプデ ィス ポー

サブル シ リンジフ ィル ター(DISMIC-13jp、 孔径0.50μm、 東洋濾紙)で ろ過 し、分析

試料 とした。

定量:各 標 準溶液(0.050～100.0μg/ml)を 等量 の内部標 準溶液お よび等量

の水 で希釈 し、その混液の50μ1を 装置 に注入 し、分析 した。得 られた ク ロマ トグラム

のp-CNBとp-BNBと の ピーク面積の相対比か ら検量線 を作成 し、血漿試料 中のp-

CNB濃 度 を内部標準法 に より定量 した。

回収率:ラ ッ トにp-CNBを 投与後、適 当な時間 に採血 し、種 々の濃度(0.075～3

5.24μg/ml)のp℃NBを 含 む血漿試料 を得 た。 これ らの血漿試料 に既知量(0.

18～90.54μg/ml)のp-CNBを 添加 し、その回収率 を調べ た。

血漿 中p-CNBの 安 定性:ラ ッ トにp-CNBを 投与 し、1時 間後 に採 血 した。遠 沈後得

られた血漿 を25本 の褐色 のスク リューバ イアル に0.1mlつ づ分 注 した。 その うちの

1本 につ いて、た だちにp-CNBを 定量 した。 この濃度を保存0時 間後 におけ るp-CN

B濃 度 とした。残 りのバ イアル24本 を、8本 つつ3群 に分 け、それ ぞれ、分析 まで の期

間一20℃ 、4℃ および室温に保存 し、1、3、5、8、11、15、21お よび30日

後 に各試料 中のp-CNB量 を測定 した。

3.結 果 お よ び 考 察

分析試料 の調製:血 漿か らのp-CNBの 回収率 を もとに、分析試料 の調製法 につ いてい

くつか検 討 した。HPLCに よる血漿試料 の分析 の際、血漿蛋 白の除去 は不可 欠であ る。

まず、 トリクロロ酢酸(TCA)に よる除蛋 白を検討 した。血漿 の5分 の1容 量 の10%

(w/v)TCA溶 液 の添加 に より、99%以 上 の血漿蛋 白を 除 くこ とが可 能であ る と報

告 されて い る[101]。 しか し、血漿へ のTCAの 添加 によ り、p-CNBは 消失 し、p-C

NBの 血漿 か らの 回収率 は、血漿 中p-CNB濃 度5～100μg/mlに おいて約25

%と な り、十分 な結果 は得 られなか った。そ こで、沈澱試 薬 と しての有機 溶剤の添加 、す
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なわち、 メタノール、エ タノールお よびアセ トニ トリルの添加 による除蛋 白法 につ いて検

討 した。 これ ら各沈澱試薬 を、血漿 の2倍 溶量 添加す る とほぼ完全 に除蛋 白す る ことが可

能 であ る と報告 されて いる[101]。 いずれの沈澱試薬を用 いた場合 もp-CNBの 血漿 か ら

の回収率 は ほぼ100%で あ った。 したが って、 ここで は、分析の際 の移動相 に使用 され

てい るメ タノールを 除蛋 白剤 として選択 した。

内部標 準 と して使用す る化合物 は、分析対象物 質 と化学 的性質が類似 して いる ものが望

ま しい。p-BNBは 、用いた分析条件 において、p-CNBお よび血漿 中の他 の成分 との

分離 が良好で あ った。また、血漿か らのp-BNBの 回収率 は、濃度10μg/mlに お

いて99%以 上で あ り、定量 的再現性 もす ぐれて いた。 したが って 、p-BNBを 内部標

準物質 と して選択 した。

クロマ トグラフ ィー:HPLCに よる血漿試料 中のp-CNBの 分析 の際の最適条件 につ

いて検討 した。45%メ タノール溶液中でのp-CNBの 紫外 部極大 吸収波長(λmax)は 、

280nmで あ った。p-CNBを 含 まない血漿 か ら調製 された試料 の紫外 部吸収 は、2

40nm以 上 の波長 にお いて、大幅に減少 した。 したが って、血漿 中P-CNBの 測定 は、

波 長280nmに よ り行 った。
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Fig.3-1-1.EffectofAnalyticalTemperatureandMobilePhase

CompositiononRetentionTimeofメ>CNB:(●)30°C;(▲)35°C;(■)

40°C;(◆)45°C.
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メタノール と水 の混液を移動相 に用い、p-CNBの 保持 時間お よび ピー ク面積 に及 ぽ

す、移 動相 のpHの 影響 につ いて検討 した。メタノール と緩 衝液の比率を一定(45:5

5,v/v)と し、50mMの リン酸緩衝液(pH2。1～7.0)に よ りpHを 変化 させ

た各移動相 を用いて血漿 中p-CNBを 測定 した。いずれの場合 も、p-CNBの 保 持時 間

および ピー ク面積 は、 ほぼ一定で あ り、移動相 のpHは 、p-CNBの 保持 時間お よび ピー

ク面積 に影響 を及ぼ さなか った。 したが って、最 もシンプルな、 リン酸塩 を含 まない蒸留

水 とメタノールの混液 を移動相 に用 いた。

p-CNBの 保持 時間に及 ぼす、移動相の メタノール と水 の組成比 および分析 温度の影

響 につ いて検 討 し、結果 をFig.3-1-1に 示 した。分析温度 の上昇 、移動相 中の メタ ノー

ル含量 の増加 に伴 い、p-CNBの 保持 時間は短 くな った。p℃NBを 含 まない血漿か ら

調製 され た試 料を 同様 に分析 し、血漿成分の クロマ トグラムに及 ぼす移動相 組成 と分析 温

度 の影響 を調べ た。大部分 の血漿 中成分 は、 いずれの分析条件 において も比較 的速や かに

溶出された。p-CNBを 、他 の血漿 中成分 と分離 させ、かつ できるだけ速やか に溶 出 さ

せ る必要 が ある。本定量 法では、45%メ タノールを移動相 に用 い、カ ラム温度30℃ で

血漿 中p-CNBを 分析 す ることと した。

以上 の検 討 の結果選 択 された条件 に よ り、 内部標準物質p-BNBを 添加 したp-CNB

A

ppNNo 尸7¢ 騙"● 嚇 1-,N網6

Fig.3-1-2.TypicalChromatogramsofStandardSolutionofp-

CNB(5μglmI)(A)andPlasmaSamplesofaRatat24hafterthe

IntraperitonealAdministrationof100mg/kgp-CNB(concentration,

4.2μglmI)(B)andofaControIRat(C).

1.S.=internalstandard(ρ 一BNB,10μglml).

56



標準溶液 を分析 した際のクロマ トグラムをFig.3-1-2Aに 示 した。P-CNBお よび

p-BNBの 保持 時間は、それ ぞれ12.5分 、15.5分 であ った。p-CNB投 与 ラ ッ ト

お よび無 投与 のラ ッ トか ら得 た血漿試料 のクロマ トグラムをそれ ぞれ 、Fig.3-1-2B、

Cに 示 した。p-BNBの 溶 出後 には ピークは検 出されなか った。p-CNBの 溶 出され る

分 画 には他 の血漿 中成分 に よる妨害 ピークは観察 されず、p-CNBと 血漿 成分 との分離

は良好で あ った。

定量:標 準物質p-CNBを メタノールに添加後得 られ た検量線 の勾配は、p-CNBを 血

漿 に添加後得 られた検量線の勾配 と一致 した。 したが って、 メタノール に溶か したp-C

NB溶 液 は、標準溶液 として用い ることができ ると考 え られ た。定量 のための溶液 は、p

-CNBの メタノール標準溶液 に等量の内部標準溶液 と等量 の水を加え調製 した。得 られ

た検量線 は、p-CNB濃 度0.05～100μg/mlに おいて直線性 を示 し、その相 関

係数 は、0.9999(n=11)で あった。

精密性 と正確性:本 法における精密性 と正確性は、種々の量の標準物質p-CNBを 添加
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Fig.3-1-3.Precision(A)andAccuracy(B)oftheMethod(n=6).
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した血漿(0.050～100.00μg/m1)の 繰 り返 し分析(n=6)に よ り調べ 、

結果 をFig.3-1-3に 示 した。定量法の精密性 は6回 の分析 おけ る変 動係数(c.v.値)

によ り、正確 性は相対誤差 によ り評価 した。変動係数 は、試験 されたp-CNB濃 度範 囲

において10%以 下で あ り、0.2μg/ml以 上 のp-CNB添 加 濃度 で は、5%以 下で

あった。 また、相対誤差 は、 いずれのp-CNB添 加濃度 において も±7%以 下で あ った。

したが って 、本定量法 は、精密性、正確性においてす ぐれた方法であ り、血漿 中p-CN

B濃 度0。05～100μg/mlに おいて定量可能で あ り、得 られ た分析結果 は、十分

信頼 で きる もの と考え られ た。

回収 率:ラ ッ トにp-CNBを 投 与 後 得 た 種 々の濃 度(0.075～35.24μg/ml)

のp-CNBを 含 む 血 漿 試 料 に、 既 知 量(0.18～90.54μg/ml)のp-CNBを

添 加 し、 血 漿 か らのp-CNBの 回収 率 を 調 べ た 。結 果 をTable3-1-1に 示 した 。 試 験

され た濃 度 範 囲 にお いて 、p-CNBの 回 収率 は97～105%で あ り、 本 法 に お け るp-

CNBの 回収 率 は ぽ ほ完 全 で あ る と考 え られ た 。

Table3-1-1.Recoveryofp-CNBfromPlasma.

メ>CNBconoentration(Ng/ml)(n=3) Recovery(%)

ConcentrationDetectedfrom

spikedtoplasmaplasmabefore

spiking

Detectedfrom

plasmaafterspiking

0,18

0.36

0.73

1.53

3.30

5.04

.::

13.86

20.20

27.18

...;

90.54

0.075

0.29

0.25

0.67

2.23

2.16

14.39

17.28

7.77

24.72

28.01

35.24

0.25

α64

0.97

2.27

5.65

7.35

21.10

30.93

27.55

52.36

77.49

125.84

9ス0

.;

.;

104.6

103.6

103.0

97.5

.;

97.9

101.7

99.0

100.1
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検 出限界:本 法 にお ける血漿 中p-CNBの 検 出限界 は、S/N比2:1で 約0.01μg

/mlで あ った。

保存 に対す る安定性:-20℃ 、4℃ お よび室温における血漿 中p-CNBの 安 定性 を調

べ 、結果 をFig.3-1-4に 示 した。-20℃ におけ る凍結保 存で は、保存1カ 月後 で も

血漿 中p-CNBの 顕著 な減少 は見 られなか った。一方 、4℃ お よび室温 にお ける保存 で

も血漿 中p-CNBは 比較 的安定で あるが、保存後1カ 月で、それ ぞれ、元の量の約90

%お よび85%に 減少 した。 したが って、血漿 試料 は、分析 まで の期 間、-20℃ で凍結

保存す るのが望 ま しい と考 え られ た。
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Fig.3-1-4.Stabilityofρ 一CNBinPlasmaat-20°C,4°CandRoom

Temperature(RT).

p-CNBconcentrationjustbeforestorage(timezero)wassetat100%

(ca.30pug/ml).

本法は、血漿試料の前処理 として内部標準物質を含んだメタノールによる除蛋 白のみを

必要 とする非常に簡易な血漿中p-CNBの 定量法であ り、p-CNB取 り扱い作業者や中

毒患者等の曝露者か ら得た多数の血漿試料中のp-CNBの 測定にも十分適用できるもの

と考え られた。また、本定量法では、血漿中p-CNBの 測定のために必要な血液量 は微

量(約0.15ml)で あり、連続的な採血を必要 とする動物を用いたinVIVOで の動力

学の研究 にも適 していると考え られた。
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第2節 尿 中p一 クロロニ トロベ ンゼ ンおよびその代謝物 の

逆 相高速液体 クロマ トグラフ ィーによ る分離定量

1.緒 言

有害化学物質 の曝露 の際、 その物質 の血 中濃度や 呼気 中濃度の測定 によ り吸収量 がモニ

タ リングされ る場合 もあ るが 、サ ンプ リングの容易 さ、被検者 に与え る負担 の軽 さ等の点

にお いて、尿 中に排泄 される代謝物 の測定 による曝露量の把握がす ぐれて いる。 しか し、

P一クロ ロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)曝 露の際のその代謝 に関す る研究 は少 な く、 その

ためそ の尿 中代謝物 の定量法 に関す る報告 も数少 ない。Corbettら[38]は 、p-CNBを

含 む溶液 中で培養 された酵母 におけ る代謝物の高速液体 ク ロマ トグラ フィー(HPLC)

に よる定量 法を 開発 した。また、Rickertら[33]は 、ラ ッ トか ら単離 した肝細 胞を放射性

同位元素(14C)に よ り標識 したp-CNBと ともにイ ンキ ュベー トした溶液 中の代謝物

を放射能検 出器 を用いたHPLCに よ り測定 してい る。 これ らの測定 において、分析試料

中の夾雑物 質 は比較 的少な く、 またHPLCに よる分析 の際、代謝物 は移動相 にグ ラジェ

ン ト溶媒 システムを用 いた系 によ り溶 出されて いる。 したが って、 これ らの測定法 は、多

くの夾雑物 質 を含 む尿試料 中の代謝物 の分析 、また、曝露者 にお けるそのモニ タ リングの

ための多 くの試料 の分析 には、 いずれ も適 さない と考 え られ る。

本節 では 、p-CNB取 り扱 い作業者 や 中毒患者等の曝露者 にお けるその曝露量 を尿 中

に排 泄 され るその代謝物か ら評価す るため、第1章 でp-CNB急 性 中毒患者 の尿 中か ら

検 出された8種 の代謝物 およびp-CNBのHPLCに よる簡易で正 確な分離定量 法の 開

発を試 み た。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化合物:P-CNB、P一 クロロアニ リン(P-CA)、2,4一 ジク ロロアニ リン(2,4-

DCA)、p一 クロロアセ トアニ リ ド(p-CAA)、p一 クロロオ キザ ニ リン酸(p-CO

A)、N一 アセ チル ーS-(4一 ニ トロフェニール)-L一 システイ ン(ANPC)、2一 クロ
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ロ ー5一 ニ トロ フ ェ ノ ー ル(2-C-5-NP)、2一 ア ミノ ー5一 ク ロ ロ フ ェ ノ ー ル(2-A-5

-CP)
、4一 ク ロ ロ ー2一 ヒ ドロ キ シ ア セ トア ニ リ ド(4-C-2-HAA)お よ びHPLC

用 メ タ ノ ー ル は 、 第1章 で 用 い た も の を 使 用 し た 。

液体 ク ロマ トグラフ:本 章第1節 と同 じ装置を用 いた。ただ し、イ ンジェクターは、

Rheodyne製20μ1の サ ンプルル ープ付 きの7125型 クロマ トグラ フィ ックイ ンジ ェ

クターを使 用 した。

分 析 条 件:尿 中p-CNBお よび そ の代 謝 物 は、 ガ ー ドカ ラムLiChrospherRP-SelectB

(4mm×4mmI.D.,粒 子径5μm)を 連 結 した分 析 カ ラムLiChrospherRP-Select

B(125mm×4mmI.D.,粒 子 径5μm)(Merck)に よ り分 離 し、UVデ ィテ ク タ ー

で検 出 した 。各 代 謝 物 は4群 に分 け、 そ れ ぞれTable3-2-1に 示 した 移動 相 組 成 と検

出波 長 の 異 な る4種 の条 件(Condition-1、Condition-2、Condition-3お よ び

Condition-4)に よ り分 析 し定 量 した 。移 動 相 の水 は、 ア ドバ ンテ ックニ トロセ ル ロー ス

メ ンブ ラ ン フ ィル タ ー(孔 径0.45μm)(東 洋 濾 紙)に よ りろ過 して 使 用 した。

Table3-2-1.AnalyticalConditionsofEachUrinaryMetabolitefor

HPLC.

AnalyticalUrinary

conditionmetabolite

Mobilephase Detection

wavelenath

Condition-1 NCNB
2,4-DCA

water-methanol(60:40,v/v) 250nm

Condition-2p-CA

2-C-5-NP

2-A-5-CP

ρCAA

4-C-2-HAA

0.005Mphosphatebuffer

(pH3.6)-methanol(76:24,
v/v)containing1.2mM
sodium1-octanesulphonate

240nm

Condition-3 ANPC 0.005Mphosphatebuffer

(pH6.0)-methanol{80:20,
340nm一

Condition-4 ρ・COA 0.05Mphosphatebuffer(pH
2.25)-methanol(73:27,v/v)

262nm

Theotherconditionswereasfollows:flowrateofmobilephase,1.O

ml/min;columntemperature,30°C;injectionvolume,20μ1.
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標準溶液:各 代謝物 の標準物質 、2,4-DCA、p-CA、2-C-5-NP、2-A-5-C

P、4-C-2-HAA、p-CAA、ANPC、p-COAお よびp-CNBを 、それ ぞれメ

タノール に溶か し、1mg/m1の 液 を調製 した。 さ らに、それ ぞれ メタ ノールで希釈 し、

0.20、0.50、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、100.0お よ

び200.0μg/mlの 液 を調製 し、各代謝物の標準溶液 とした。

動物お よび試 料採取:p-CNB投 与 または無投与 の10週 齢 のSprague-Dawley(SD)

系雄性 ラ ッ ト(日 本SLCま たは 日本 ク レア製)(300～380g)の 尿 を、代謝 ケー

ジ(日 本 ク レア製CL-0304型)を 用 いて採取 し、試料 とした。得 た尿 試料 は、遠沈

(2000Xg、15分)後 、その上清 を以下の実験 に用いた。

分析試料 の調製:代 謝物 の抱合体 お よび非抱合体(遊 離体)の 両方 を測定 す るため 、代謝

物 の定量 は、加水分解尿 お よび非加水分解尿の両方 について行 った。

非抱合体 尿0.5mlに 等量 のメタノールを加え混和 し、遠沈(3000×g、15

分)後 その上清 をア ドバ ンテ ックPTFEタ イプデ ィスポーサブル シ リンジフ ィル ター(

DISMIC-137A、 孔径0.50μm、 東 洋濾紙)で ろ過 し、分析試料 と した。

抱合体+非 抱合体(p-CNB、2,4-DCA、p-CA、2-C-5-NPお よび2-A-

5-CPの 定 量)尿1mlに 濃塩 酸0.1mlを 加え沸騰湯浴上 で1時 間加熱 し、加水分

解 した。放 冷後、5規 定水 酸化 ナ トリウム水溶液0.24mlを 加 え中和 した。遠沈(3

000×g、15分)後 その上 清0.5mlに 等量の メタノールを加 え、以下上記 の非 抱

合体 と同様 に処理 し、分析試料 を得 た。

定量:各 代 謝物 の標準 溶液(0.20～200.0μg/m1)を 等量 の水 で希釈 し、その

混液 の20μ1を 装置 に注入 し、分析 した。得 られた クロマ トグラムにお ける ピー クの面

積 と標準溶 液 の濃度 か ら、検量線 を作成 し、 ピー ク面積法に よ り尿試料 中の各代謝物 の濃

度 を定量 した。

回収率:p-CNBお よびその代謝物(2,4-DCA、p-CA、2-C-5-NPお よび2-

A-5-CP)の 非抱合体 の加熱 による消失、分解を調べ るため、p-CNB無 投与 の ラ ッ
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トか ら得 た尿 に これ らの化合物 の既知量(1.0、5.0、20.0お よび100.0μg/

ml)を 添加後加熱 し、その後 の回収率を計算 した。

中性 尿お よび酸性尿 中でのp-CNBと その代謝物の安定性:

中性尿 中での安定 性 各代謝物 の標準物質約1,0mgを それぞれ別 々に、p-CNB無

投与の ラ ッ トか ら得 た尿(pH6～7)50mlに 加え た。各代謝物 について尿試料 を2

5本 の褐色 のス ク リューバ イアル に1mlつ づ分 注 した。その うちの1本 の定量 を、各代

謝物 につ いて直 ちに行 った。測定 された濃度 を各代謝物 の保存0時 間後 にお ける濃度 と し

た。各代謝物 につ いて残 りのバイ アル24本 を、8本 つつ3群 に分 け、それ ぞれ 、分析 ま

で の期 間 一20℃ 、4℃ お よび室温 に保 存 し、1、2、4、7、11、16、21お よび

30日 後 に各試料 中の各代謝物 を定量 した。

酸性尿 中で の安定 性 各代謝物 の標準物質約1,0mgを それぞれ別 々に、p-CNB無

投与 の ラ ッ トか ら得 た尿50mlに 加え た。各尿試料 に1規 定塩酸5mlを 加 え酸性 とし

た。以下、上記 の中性尿試料 と同様 に処理 した。分析の際は1規 定水酸化 ナ トリウム水溶

液で 中和 したのち定量 した。

3.結 果 お よ び 考 察

ク ロマ トグラ フィー:p-CNBお よび2,4-DCAを 添加 したラ ッ トの尿 お よび無添加

の尿か ら調製 され た試料 をCondition-1の 条件 により分析 した際の クロマ トグラムをそ

れ ぞれFig.3-2-lAお よびBに 示 した。p-cNBお よび2,4-DcAの 保持 時間は、

それ ぞれ12.5分 、18。6分 で あった。 同様 に、p-CA、2℃-5-NP、2-A-5-

CP、p-CAAお よび4-C-2-HAAをCondition-2の 条件 によ り分析 した際の クロ

マ トグ ラムをFig.3-2-2に 、ANPCをCondition-3の 条件 に より分析 した際の ク

ロマ トグラムをFig.3-2-3に それ ぞれ示 した。 また、Fig.3-2-4は 、P℃OA

標準 溶液(A)、p-CNB投 与 ラ ッ ト(B)お よび無投与 の ラッ ト(C)か ら得 られ た

尿試料 をCondition-4の 条件に よ り分析 した際のクロマ トグラムを示 してい る。4-C-

2-HAA、2-A-5-CP、p-CA、p-CAAお よび2-C-5-NPの 保持 時間 は、 そ

れぞれ15.6分 、17.4分 、19.9分 、27.4分 および28.9分 であ った。 同様 に、

ANPCの 保 持時間 は5.8分 、p-COAの 保 持時間は19.8分 であ った。いずれ の分
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Fig. 3-2-1. Typical Chromatograms of 
a Sample Prepared from Rat Urine 
Spiked with p-CNB (1) and 2,4-DCA (2) 
(20  pg/mI each) (A) and a Control Urine 
Sample (B).

Fig. 3-2-2. Typical Chromatograms of. 
a Sample Prepared from Rat Urine 
Spiked with 4-C-2-HAA (1), 2-A-5-CP 
(2), p-CA (3), p-CAA (4) and 2-C-5-NP 
(5) (20  dug/ml each) (A) and a Control 
Urine Sample (B).
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Fig. 3-2-3. Typical Chromatograms of 
a Sample Prepared from Rat Urine 
Spiked with ANPC (20  pg/ml) (A) and a 
Control Urine Sample (B).

Fig. 3-2-4. Typical Chromatograms of 
Standard Solution of p-COA (20  pg/mI) 
(A) and Samples from Rat  Urine 
Collected for 48 h after Intraperitoneal 
Administration of 100 mg/kg p-CNB 
(concentration, 22.2  pg/ml) (B) and 
from Control Rat Urine (C).
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析条件 において も、p℃NBお よび各代謝物の溶出される分画には、他の尿 中成分 によ

る妨害 ピークは観察 されず、いずれの代謝物 もその分離は良好であった。

定量:全 ての代謝物 において、その標準溶液 と等量の水 との混液か ら得 られた検量線の勾

配は、等量の尿 との混液か ら得 られた検量線の勾配 と一致 した。 したが って、標準溶液 と

水 との混液から得 られた検量線を各代謝物の定量のために用いることができると考え られ

た。各代謝物の検量線はいずれ も200μg/ml以 下の濃度において直線性を示 し、そ
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Fig.3-2-5.Intra-dayPrecision(A)andAccuracy(B)oftheMethod(n=6).
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の相 関 係 数 は、 い ず れ も0.9998(n=10)以 上 で あ った。

精 密 性 と正 確 性:本 法 にお け る精 密 性 と正 確 性 は 、種 々の量 の各 標 準 物 質 を 添 加 した尿 の

繰 り返 し分 析(n=6)に よ り調 べ た 。2,4-DCA、p-CAAお よびANPCで は0.

2～200μg/mlの8種 の 濃度 の各 尿 試 料 を 調製 した 。 同様 に、p-CNB、p-CA、

2-C-5-NPお よび4-C-2-HAAで は0.5～200μg/mlの7種 の 濃 度 、2-A

-5-CPお よ びp-COAで は1 .0～200μg/mlの6種 の濃 度 の各 尿 試 料 を それ ぞ
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66



れ調製 した。Fig.3-2-5は 同一 日の6回 の繰 り返 し分析(日 内再現性)の 結果 を、

Fig.3-2-6は 異 なる6日 間の繰 り返 し分析(日 間再現性)の 結果をそれ ぞれ示 してい

る。定量法 の精密性 は6回 の分析お ける変 動係数(C.V.値)に よ り、正確性 は相対誤 差

に より評価 した。変動係数 は、各化合物を低濃度含 む試料 ほ ど増加す る傾 向が あ るが、 日

内再現性 、 日間再現性 の試験 において、各化合 物の どの添加濃度 において も、10%以 下

であ った。 また、相対誤差 も同様 に、 いずれ も±10%以 下で あ った。 したが って、本法

は、精密性 、正確性 においてす ぐれ た方法であ り、いず れの代謝物 も試験 した濃度範 囲に

おいて定量 可能で あ り、得 られ た分析結果 は、十分 信頼 できる もの と考え られた。

回収率:p-CNBお よびその代謝物(2,4-DCA、p-CA、2-C-5-NPお よび2-

A-5-CP)の 抱合体 を測定す るため、尿 に10分 の1容 量 の濃塩酸 を添加 し、100℃

で1時 間加 熱 し、尿 を加水分解 した。さ らに厳 しい条件 によ り、高濃度 の代謝物 を含むp

-CNB投 与 ラ ッ トの尿 を加水分解 して も、上記 の代謝物 の遊離体 は増加 しなか った ため、
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Fig.3-2-7.RecoveriesofNCNBandItsMetabolitesfromUrine
HeatedforHydrolysis.
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この条件 によ り代謝物 は完全 に加水分解 され ると考え られた。 これ ら代謝物 の遊 離体 の加

熱 に よる分解 、尿 か らの消失を調べ るため、 これ ら5物 質 の標準物質 の既知量 を添加 した

尿 を100℃ で1時 間湯浴上で加熱 し、加熱後 の尿か らの回収率 を調 べた。Fig.3-2-

7に 結果 を示 した。5種 の化合物の各添加濃度 における回収率 は、94～106%で あ り、

各化合物 の全試験 濃度 において、その標準偏差(n=6)は いずれ も9%以 下で あ った。

したが って 、 これ らの化合物 は、用いた加水分解条件 にお いて、加 熱 に対 して安定 であ る

と考 え られ た。

p-CNBお よびその8種 の代謝物の非加水分解尿か らの 回収率 は、上記 の精 密性 と正

確性 の実験結 果 よ り、 ほぼ完全で ある と考え られた。

検 出限界:本 法 におけ るp-CNBお よびその代謝物の非加水分解尿 中での検 出限界 は、

S/N比2:1で 以下 の通 りであ った。2,4-DCA、p-CAAお よびANPCは0.0

5μg/ml、p-CNB、p-CA、2-C-5-NPお よび4-C-2-HAAは0.1μg

/ml、2-A-5-CPお よびp-COAは0.2μg/m1。

保存 に対 す る安定性:中 性尿お よび酸性尿 中のp-CNBお よび代謝物 の 一20℃ 、4℃

お よび室温 におけ る安 定性を調べ、結果 をFig.3-2-8に 示 した。代謝物 の大部分 は、

低温での保存 ほ ど安 定で あ った。p-CNB、2,4-DCAお よびp-CAは 、酸性 尿 中で

凍結(-20℃)保 存す るのが最 も安定 であ った。 しか し、 この保存条件で も、1週 間後

お よび1カ 月後 のp℃NBの 消失率 は、それぞれ約10%お よび約45%で あ った。2-

A-5-CPは 、 中性尿 中で の保存で は、 どの保存 温度 にお いて も保存後急速 に消失 し、室

温保存で は、約2週 間で ほぼ完全 に消失 した。 しか し、酸性尿 中で は比較 的安定 で あ った。

2℃-5-NPお よびp-COAは 、いずれの保 存条件 において も1カ 月 間かな り安 定で あ っ

た。 また、p-CAAお よび4-C-2-HAAは 酸性尿 中よ りも中性尿 中のほ うが よ り安定

で あ り、凍結 した中性尿 中では、約1カ 月 間顕著 な消失 は観察 され なか った。一 方 、凍結

した酸性尿 中で は、p-CAAお よび4-C-2-HAAは 約1週 間は比較 的安 定で あるが、

1カ 月 の保 存で は、それぞれその約20%、 約30%が 消失 した。また、ANPCは 、 中

性尿 中での室温保存 を除 く他の保 存条件で は比較 的安定 であ った。以上 の結果 よ り、尿試

料 は、分析 まで の期 間酸性下 一20℃ で凍結保存す るのが望ま しい と考 え られ た。
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Fig. 3-2-8. Stabilities of p-CNB and Its Metabolites at -20°C, 4°C and Room 
Temperature (RT) in Acidic and Neutral Urine Samples. 
The concentration of each compound just before storage (time zero) was set at 
100% (each compound,  ca. 20  pg/mI).
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ここに開発 されたHPLCに よる尿中p℃NBお よびその代謝物の定量法は、簡易で

正確、精密な方法であり、p-CNB取 り扱い作業者や中毒患者等の曝露者における尿中

代謝物の測定 に十分適用できるものと考え られた。
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第4章 ヒ トにお けるp一 ク ロロニ トロベ ンゼ ン代謝

の薬物動 力学 的解析

第1節 急性中毒患者におけるp一 クロロアニ リンの代謝

1.緒 言

p一ク ロロアニ リン(p-CA)は 、第1章 第2節 にも記述 した とお り、p一 クロロニ ト

ロベ ンゼ ン(p-CNB)の ニ トロ基の還元体であ り、主 として染料や農薬 の中間体 とし

て使用 されて いる。p-CAは 、p-CNBと 同様 に血液毒性作用[58-61]や 発癌 性[66]を

有す るこ とが知 られて いる。 しか し、 ヒ トにお けるその体 内での動態 は、明 らか にされて

いない。

第1章 にお いて、p-CAに よる急性 中毒患者 にお ける尿 中代謝物 を同定 し、6種 の代

謝物を尿 中 よ り検 出 した。 これ らの代謝物は、 いずれ も、p-CNBの 代謝物 と して、p-

CNBに よる急性 中毒患者の尿 中か ら検出 され た ものであ った。

本節で は、p-CNBの 体 内動態解析の一 環 として、p-CNBの 代謝物 の一 種であ るp

-CAの 代 謝の薬物動力学 的解析 を試みた。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化合物:P-CA、2,4一 ジクロロアニ リン(2,4-DCA)、2一 ア ミノー5一クロロフェ

ノール(2-A-5-CP)お よび高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)用 メタ ノール

は、第1章 で用 いた ものを使用 した。

尿 中代謝物 の定量:第1章 第2節 において記述 したp-CA急 性 中毒患者 か ら、曝露事故

後経 時的 に採取 した尿 を試料 と して用 いた。第1章 において同患者 の尿 中 よ り同定 された

6種 の代 謝物 の うち、P一 クロロアセ トアニ リ ド(p℃AA)お よびp一 ク ロロオキザニ

リン酸(p-COA)はp-CA、 また、4一 ク ロロー2一ヒ ドロキ シアセ トアニ リ ド(4-C
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一2-HAA)は2-A-5-CPの それぞれ抱合体 とみなす こ とがで きる。 また、p-CA、

2-A-5-CPお よび2,4-DCAは 、 いずれ も尿 中には大部分抱合体 として排 泄 され て

い るこ とを第1章 で確認 した。 したが って、本節 では、患者 の尿 を加水分解 し、p-CA、

2-A-5-CPお よび2,4-DCAの3種 の代謝物 を、第3章 第2節 において 開発 したH

PLC法 に よ り定量 した。尿の濃淡を補正す るため、定量値 はすべ てFolin-Wu法

[102]に より測定 した尿中 ク レアチニ ン量 で補正 した。

代謝物 の総排 泄量 および排 泄量の半減期の算 出:経 時的に定量 され た各代謝物 の推 移を薬

物動力 学 におけ る2一 コ ンパ ー トメ ン トモデルにあてはめ、各代謝物 の総排泄量 お よび排

泄量 の半 減期 を算 出 した。単位 時間あた りの各代謝物 の排泄量Cは 、第1相 、第2相 の速

度 定数を それぞれa、 βとす ると次式で表わ され る。

C=Aexp(‐at)十Bexp(‐,Qt)(1)

ここで、A、Bは それぞれ第1相 、第2相 の初期排泄量 であ る。代謝物 の尿 中排泄量 の半

減期tl/2は 、第1相 、第2相 それぞれ

tl/21-1n2/aC2)

t1/22=ln2/β(3)

に よ り得 られ る。(1)式 を時間 亡でt=0か ら。。まで積分す る と

TニA/α 十B/β(4)

とな り、総排 泄量Tが 得 られ る。総排泄量 は ヒ トにおけ る1日 ク レアチニ ン尿 中排泄量 を

1250mg[29]と して計算 した。

3.結 果

p-CAに よる急 性 中毒患者 における3種 の尿 中代謝物、p-CA、2-A-5-CPお よ

び2,4-DCAの 時 間的推移 をFig.4-1-1に 示 した。 さ らに、各代謝物 の推 移か らお

のおのの総 排泄量 お よび排泄量 の半減期を算 出 した結果 をTable4-1-1に 示 した。各

代謝物 の尿 中排 泄量 の半減期 は、第1相 、第2相 それぞれ1.7～2.4時 間、3.3～4.

5時 間で あ った。p-CA尿 中代謝物 の総量 は、p-CA量 に換算 して454.6mgと な

り、その うちの約3分 の2がp-CAと して排泄 された。
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Fig. 4-1-1. Time Courses of Urinary Excretion Rates of p-CA Metabolites 
in a Subject. 
The abscissa shows the number of days from p-CA exposure.

Table 4-1-1. Total Amounts and Half-life Periods of Metabolites 
Excreted in Urine of a Subject Exposed to p-CA.

 Metabolite Excretion 
amount (mg) *

Half-life period (h)
Rapid phase Slow phase

p-CA

2-A-5-CP

2,4-DCA

294.7 
(64.8) 

153.6 
(33.8) 

 6.3 
(1.4)

2.4

1.7

1.7

4.5

3.3

3.8

Total 454.6

* : The values for each metabolite were calculated by assuming that 

1250 mg creatinine per day was excreted in the urine of the subject 
and are shown as equivalent to the parent p-CA. Figure in the 
parentheses is the fraction of each metabolite against the total amount 
of three metabolites.
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4.考 察

p-CA急 性 中毒 患者の尿 中よ り6種 の代謝物が第1章 で 同定 された。他 の代謝物 が尿

中に存在す る可 能性 もあるが、 ヒ トにお ける尿 中代謝物の大部分 は、検 出され た6物 質で

ある と仮定 し、 さ らに、1日 クレアチニ ン排 泄量 を1250mgと す る と、本症例 におけ

るp-CA尿 中代謝物 の総量 は、p℃Aに 換算 して約450mgで あ った。また、 吸収 さ

れ たp-CAの 尿 中へ の排泄率 は不 明であるが、代謝物 はすべて尿 中に排泄 され る と仮定

す る と、尿 中 に排泄 され るp-CAの 約34%が 芳香環 の水酸化 を受 け、約1%が 芳香環

の塩素化 を受 ける と考 え られ る。 これ らはいずれ も遊離 の状態 ではな く、大部分 は さ らに

グル クロ ン酸や硫酸 等の抱合を受 けて排泄 され る もの と考 え られた。残 りの約65%がp

-CAと して尿 中 に排 泄 され るが、大部分 は同様 の抱合を受 け、排 泄 され る と考 え られ た。

p-CAは 、他 の2種 の代謝物 よ りも尿 中排泄量 の半減期が若干長か った。Fig.2-2

-1に 示 した ように、P-CAの 代謝 にお いて体 内で起 こるP-CAとP-CAAと の可逆反

応が この原 因の一つ として推定 され た。

74



第2節 急 性 中 毒 患 者 に お け るp一 ク ロ ロ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン の

代 謝

1.緒 言

近年の コ ンピュー タ技術の急速な進歩 に よ り、生物薬剤学や薬物動力学 の分野 において、

投与 され た薬物 等の体 内動態(吸 収、分布 、代 謝、排泄)を 数学 的に解 明す るこ とが可 能

とな った。

p一クロ ロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)等 の有害化学物質を取 り扱 う作業者 において、

その曝露量 を尿 中代謝物か ら把握す るためには、その吸収か ら尿 中排泄 まで の体 内動態 を

明 らか にす ることは重要で ある。第1章 において、p-CNB曝 露の 際、尿 中に排泄 され

る代謝物 を同定 し、 また、第2章 ではp℃NBの 代謝経路 を明 らか に した。

本節で は、 ヒ トにお けるp-CNBの 体 内動 態 に関する知見 を得 るため、p-CNBに よ

る急性 中毒 患者 か ら得 た尿を試料 とし、各尿中代謝物 の時間的推移を調べ、 この推移 の コ

ンパ ー トメ ン トモデル分析 およびモーメ ン ト分 析 により、 ヒ トにお けるp-CNBの 代謝

の薬物動力 学的解 析を試 みた。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化合物:P一 クロロアニ リン(P-CA)、2,4一 ジクロロアニ リン(2,4-DCA)、N

一アセ チル ーS-(4一 ニ トロフェニ ール)-L一 システイ ン(ANPC)
、2一 クロロー5一ニ

トロフ ェノール(2-C-5-NP)、2一 ア ミノー5一クロロフェノール(2-A-5-CP)

お よび高速 液体 クロマ トグラ フィー(HPLC)用 メタノール は、第1章 で用 いた ものを

使用 した。

尿 中代 謝物 の定量:第1章 第1節 において記述 した11名 のp-CNB急 性 中毒患者 の う

ち、曝露事 故後長期 間経 時的に採尿で きた6名 の患者(23～51歳 の男性)か ら得 た尿

を試料 と した。6名 の患者 の入 院期 間 とその間 に得 られた尿試料数 をTable4-2-1に

示 した。 第1章 において 、患者 の尿 中よ り同定 された8種 の代謝物 の うち、主要 な5種 の
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Table4-2-1.NumberofUrineSamplesCollectedfromEach
SubjectandHisLengthofHospitalization.

U.A.M.T.S.K.F.Y.M.Y.U.Y.

Numberofsamples

Lengthofhospitalization(days)

886657624458

292923231814

代 謝 物 、 す な わ ち 、2-C-5-NP、2,4-DCA、p-CA、2-A-5-CPお よ びAN

PCを 、 第3章 第2節 に お い て 開発 したHPLC法 に よ り定 量 した 。尿 中2-C-5-NP、

2,4-DCA、p℃Aお よび2-A-5-CPは 、 遊 離 体 とそ の 抱合 体 の 合 計 量 を測 定 す る

た め 、加 水 分 解 後 分 析 した 。ANPCは 、加 水 分 解 せ ず に分 析 した 。 尿 の濃 淡 を補 正 す る

た め 、定 量 値 は す べ てFolin-Wu法[102]に よ り測 定 した尿 中 ク レア チニ ン量 で補 正 した。

コ ンパ ー トメ ン トモデル分析:第2章 においてp-CNBの 代謝経路 につ いて検討 し、p-

CNBはFig.2-2-1に 示 した経路 によ り尿中へ排 泄される ことを明 らか に した。 また、

第1章 で は、 中毒患者 において、吸収 され たp-CNBは 、尿 中へ は全 て代謝 され たのち

排泄 され る こ と、p-CNBか ら生 じた代謝物、2-C-5-NP、2,4-DCA、p-CA

Fig.4-2-1.AModelMetabolicPathwayofp-CNBfor

EstimationofRateConstantsinTransformationofio-CNB

andItsMetabolites.

k1-k6:rateconstantsintransformation.a二Mostofthe

metabolitewasintheconjugatedform.
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お よび2-A-5-CPは 、 主 と して 抱合 体 と して 尿 中 に排 泄 され る こ とを 明 らか に した 。

p一 ク ロ ロ ア セ トア ニ リ ド(p-CAA)お よびp一 ク ロ ロオ キ ザ ニ リ ン酸(p-COA)は

p-CA、 ま た 、4一 ク ロ ロー2一 ヒ ドロキ シア セ トアニ リ ド(4-C-2-HAA)は2-A-

5-CPの それ ぞ れ 抱 合 体 の一 種 とみ なす こ とが で き る。 したが って 、本 節 で は、p-CN

Bの 代 謝 経 路 をFig.4-2-1の よ うに単 純 化 し、 ヒ トにお け るp-cNBの 代 謝 を薬 物

動 力 学 的 に評 価 した 。 以 下 の3つ の仮 定 の も と、p-CNBお よび そ の代 謝 物 の 変 換 に お

け る速 度 定 数(k1～k6)を 、パ ー ソナル コ ンピュ ー タ(NEC製98NOTESX

/E、 東 京)を 用 い 、 山 岡 ら[103]に よ り開発 され た非 線 形最 小 二 乗 法 プ ロ グ ラ ムMUL

TI(RUNGE)に よ り算 出 した 。(1)p-CNBは 、 患者 の体 内 に急 速 に吸 収 され

る 。(2)吸 収 され たp-CNBは 全 て 、Fig.4-2-1の 代 謝 経 路 に よ り尿 中へ 排 泄 さ

れ る 。(3)p-CNBお よび そ の代 謝 物 の 消 失 過 程 は全 て 、線 形1一 コ ンパ ー トメ ン トモ

デル に適 合 す る。 実 際 に は以 下 の微 分 方 程 式 を 解 き、Fig.4-2-1に お け るkY～k6

を算 出 した 。

dXp_CNB/dt=一(k1十k2十k6)×Xp-CNB(1)

dXp_CA/d重=1(6×Xp-CNB-(k3十k4十k5)×Xp-CA(2)

dX2-C-5-NP'/dt=k1×Xp-CNB(3)

dXANPC'/dt=k2×Xp-CNB(4)

dX2 ,4-DCパ/dt=k3×Xp-CA(5)

dXp_CA/dt=k4×Xp-CA(6)

dX2-A-5-CP'/dt=k5×Xp-CA(7)

こ こで 、Xp-CBiBお よ びXp.CAは 、 それ ぞ れ体 内のp-CNBお よ びp-CAの 量 、 ま た 、X

2-C-5-NP'、XANPC'、X2,4.DCA'、Xp-CA、X2+5.Cp'は 、 そ れ ぞ れ2-C-5-NP、

ANPC、2,4-DCA、p-CAお よび2-A-5-CPの 尿 中排 泄量 を示 して い る。

モ ー メ ン ト分 析:各 代 謝 物 の無 限 時 間 に お け る累 積 尿 中排 泄量(X°c)お よび平 均 滞 留 時

間(MRT)を 山 岡 ら[104]に よ り開発 され た、 速 度 過 程 の モ デル 非 依 存 的分 析 法 で あ る
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モーメ ン ト分析 によ り算 出 した。X° °お よびMRTは 、それぞれ0次 モ ーメ ン ト、1次 モ ー

メ ン トで あ り、次式で定義 され る。

X°°=fp° °(dX/dt)dt($)

MRT=fp° °t(dX/dt)dt/X° °C9)

ここで、dX/dtは 、尿 中排 泄速度 一時間曲線 を表わす 関数で ある。各代謝物 のMRT

値 は、p-CNBの 吸収か らその代謝物 の排泄 まで に要す る時間を表 わ してい る。

X°°は、 ヒ トにお ける1日 ク レアチニ ン尿 中排泄量を1250mg[29]と して計算 した。

3.結 果

患者(U.A.)に お ける各代謝物の尿中排泄速度 および累積尿 中排 泄量 の時間的推移を

Fig.4-2-2に 示 した。各 中毒患者 における、各代謝物の尿 中排 泄速度 一時間曲線 か ら統

計学 的モ ーメ ン トを算 出 し、結果をTable4-2-2に 示 した。患者 にお ける5種 の代謝

物の尿 中排泄 量の合計量(総 排泄量)は 、179～1076mgで あ った。総排 泄量 に占

める2-C-5-NPの 排泄量 の割合 は、6名 の平 均値 として、12.2%で あ った。 同様 に、

ANPCは48.0%、2,4-DCAは1.2%、p-CAは29.9%、2-A-5-CPは

8.7%を 占め た。2-C-5-NPのMRT値 の6名 の平均 は、6.7日 であ った。 同様 に、

ANPCは7.0日 、2,4-DCAは3.7日 、p-CAは10.0日 、2-A-5-CPは6.

0日 のMRT値 を示 した。

Fig.4-2-1のp-cNBお よびその代謝物の変換における速度 定数(k1～kg)

の算 出結 果をTable4-2-2に 示 した。

4.考 察

各p-CNB代 謝物の尿 中排泄速度は、片対数 グラフ上で、測定期 間中時 間 とともに直

線的な減少 を示 したため、 その推移 は、1一 コ ンパ ー トメ ン トモデル に適合す る もの と示

唆 された。p-CNB代 謝物 は患者の入院期 間中を通 じて尿 中か ら検 出され たため、p-C

NBの ヒ ト体 内か らの消失 には、か な り長時間を要す る もの と考え られ た。また、6名 の
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Table4-2-2.StatisticalMomentsandRateConstantsofp-CNB

Metabolites.

U.A.M.T.S.K.F.Y.M.Y.U.Y.Mean±S.D.

X⑱2《 冫5-Npa

..

_

XOO2 ,4-DCAa

・・

XOO2-A-5-CPa

Total8

MRT2-C_5-NPb

MRTANPCわ

MRT2 ,4-DCAb

MRTp.Cpb

MRT2_A-5-CPb

k70

k2c

kgc

k4c

k5c

kgc

124.390.8

(11.6)(12.8)
552.0379.2

(51.3)(53.3)
27.76.7

(2.6)(0.9)
251.0186.5

(23.3)(26.2)
121.148.3

(11.3)(6.8)
1076.1711.5

6.2

4.1

3.7

5.7

4.1

9.6

8.6

4.3

18.0

7.2

0.0250.015

0.1290.062

0.1400.081

1.0660.857

0.5870.424

0.0900.031

46.874.7

(9.8)(17.4)
242.1187.9

(50.8)(43.9)
4.92.5

(1.0)(0.6)
129.8130.9

(27.2)(30.6)
53.132.2

(11.1)(7.5)
476.7428.2

8.7

8.5

3.4

11.0

8.8

5.2

4.7

3.0

5.6

..

0.0130.037

0.0640.094

0.3960.053

4.4562.142

2.138Q.598

0.0470.082

57.89.467.3139.3

(16.4){5.3){12.2±4.4)

156.579.0266.it172.2

(44.5)(44.2)(48.Ot4.3)

1.62.87.7±10.0

(0.5)(1.6)(1.2±0.8)

112.672.0147.1±62.8

(32.0)(40.3)(29.9±6.0)

23.015.648.9±38.2

(6.5)(8.7)(8.7±2.1)

351.5178.8537.1±316.0

6.4

9.9

5.1

12.8

7.5

3.8

5.9

2.8

7.0

4.2

6.72.2

7.0±2.4

3.7±0.9

10.0±4.9

6.0±2.0

0.0220.0150.021±0.009

0.0490.0960.082±0.030

0.0470.5150.205±0.200

3.2449.3883.526±3.175

0.9392.5521.206±0.907

0.0400.1090.067±0.031

a:Cumulativeurinaryexcretionamount(mg)atinfinitetimeofeach

metabolite.Thevaluesforeachmetabolitewerecalculatedbyassuming

that1250mgcreatinineperdaywasexcretedintheurineofthesubjects

andareshownasequivalenttotheparentp-CNB.Figureinthe

parenthesesisthefractionofeachmetaboliteagainstthetotalamountof

fivemetabolites(X◎oMetabolite1XooTotal,%).b:Meanresidencetime(day)

fromexposuretourinaryexcretionofeachmetabolite.o:Rateconstants

(1/day)inmetabolicpathwayshowninFig.4-2-1.

患者における中毒症状や血液学的所見は入院期間の後半では正常 レベルに回復 したが、5

種の代謝物 は入院期間を通 じてその尿中か ら検出された。 したがって、p-CNB曝 露に

よる血液学 的な変化が現れない曝露濃度、すなわち、低濃度のp-CNB曝 露の際にも、

尿中代謝物 は定量可能であると考え られた。

Table4-2-2に 示 したように、メルカプツール酸の一種であるANPCは 、最 も主

要なp-CNB代 謝物であり、患者の尿 中から検出される全代謝物の約半分量を占めた。

メルカプツール酸は、芳香族ハロゲ ン化炭化水素や芳香族ニ トロ化合物 に曝露 されたウサ
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ギ、 ラ ッ ト、イ ヌ、 ヒ ト等の哺乳動物の尿中に排泄 されるこ とが よ く知 られて いる

[37,45,52-54]。 芳香族ハ ロゲ ン化炭化水素 の一種 であるクロルベ ンゼ ン取 り扱 い作業者

において、尿 中に検 出され るクロルベ ンゼ ン代謝物全量 に占め る4一 クロロ フェニ ールメ

ルカプ ツール酸 の割合 は、0.4%で あ り非常 に少 ない[105]。 また、芳香族ニ トロ化合物

の一種 で あるニ トロベ ンゼ ン曝露者 における主要 な尿 中代謝物 は、p一 ニ トロフェノール

とp一 ア ミノフ ェノール であ り[106,107]、 ニ トロベ ンゼ ンを投与 した ウサギやモル モ ッ ト

[108]の 尿 中に検 出されるp一 ニ トロフェニ ール メル カプツール酸 はニ トロベ ンゼ ン曝露者

の尿 中か らは検 出され なか った。 したが って、 ヒ ト体 内でのp-CNBの グル タチオ ン抱

合 は、 ク ロルベ ンゼ ンやニ トロベ ンゼ ンのグル タチオ ン抱合 よりも容易 に起 こるもの と考

え られ た。患者 における、ア ミノ化合物(2,4-DCA、p-CAお よび2-A-5-CP)

の尿 中排泄量 は尿 中に排泄 され る全代謝物の34～51%を 占め、p-CNBの ニ トロ基

の還元反応 は、 グル タチオ ン抱合 によるメルカ プツール酸 の生成 に次 いで、重要 な代 謝経

路 と考 え られた。p-CNBか ら生 じたp-CAは さらに代謝 され、その約75%は 、N一

抱合体(p℃AA、p-COA、 グル クロ ン酸 抱合体 および硫酸抱合体 な ど)と して尿 中

に排泄 され る。残 りのp-CAは 、2-A-5-CP(約22%)お よび2,4-DCA(約3

%)に 代 謝 され る。本章 第1節 のp-CAに よる急性 中毒患者 にお ける主要な尿 中代謝物

は、p-CA、2-A-5-CPお よび2,4-DCAの いずれ も抱合体 であ り、 これ らの排泄

量 の比 は、p-CAに 換算 して、65:34:1(w/w)で あ った(Table4-1-1)。

本節でp-CNB中 毒患者 の尿 中か ら検 出された これ ら3種 の代謝物 の比 は、p-CA:2

-A-5-CP:2 ,4-DCA=75:22:3で あ り、概ねp-CA中 毒患者 にお ける3

種の排泄量 の比 と一致 した。 したが って、p-CNBか ら代謝 されて生 じたp-CAは 、吸

収 され たp-CAと 同 じ代謝 を経て尿 中に排泄 され るもの と考え られ た。

コ ンパ ー トメ ン トモデル分析 の結果、全ての患者 において、k1お よびk6の 値 は小 さ

く、k4とk5は 比較的大 きな値を示 した(Table4-2-2)。 したが って、p-CNB

のニ トロ基 の還 元反応 速度 は遅 いが、結果生 じたp-CAは 、比較 的速 くさ らに代謝 され

ると示 唆 され た。p-CAのN一 抱合反応 は、特 に速 い反応であ ると考 え られた。一 方、p

-CNBの 核 の水酸化反応 速度 は遅 い と示 唆され た
。

2,4-DCAのMRT値(平 均3.7日)は 、5種 の代謝物 中最 も小 さ く、p-CAか ら

生 じた2,4-DCAの 消失 は、代 謝物 中最 も速 い と考 え られた。一方、患者 にお けるp-
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CAのMRT値 は、平均10.0日 であ り、代謝物 中最 も長期 間体 内に滞 留す るもの と考

え られ た。Fig.2-2-1に 示 した ように、p-CNBの 代謝経路 において体 内で起 こる

p-CAとp-CAAと の可逆反応がその原因の一っ と推定 された。

p-CNBの 還元体 であ るp-CAに よる急性 中毒患者 において、各代謝物 の排泄量 の半

減期 は、 いず れ も数 時間で あ り(Table4-1-1)、p-CNBは 、p-CAよ りも吸収

後長期 間体 内に残留す る もの と考え られた。p-CAはp-CNBの 代謝物 の一 種で あ り、

p℃NBか らp-CAへ の代謝速度が遅い こと、また、p-CNBはp-CAよ りも脂溶性

が強 いこ とな どが この原 因 と して推定 された。 この ことは、アニ リンがニ トロベ ンゼ ンよ

りも速 く体 内か ら消失す るとい う報告[19]と 一致す るもの と考 え られた。

6名 の各 中毒患者 において、p℃NBお よびその代謝物 の消失 速度 はかな り個人差 が

あるが、5種 の代謝物 の尿 中排泄量の比はほぼ一定す ると考 え られた。

82



第5章 ラ ッ トにお けるp一 クロロニ トロベ ンゼ ン代謝

の薬物動力学 的解析

1.緒 言

緒論で も記述 したよ うに、有害物質の曝露 における生物学 的モニ タ リング法を確 立す る

ためには、容 易 に得 られ る生物学 的試料 内に曝露の指標 となる物質が存在 し、 また、その

指標物質 の信頼性 の高 い簡便 な測定法が存在す るこ と、 さ らに、 その測定値 が曝露量 を正

確 に反 映す るこ とが必要で ある。サ ンプ リングの容 易 さや被検者 に与え る負担 の軽 さ等の

点か ら、 曝露物質の尿 中代謝物が指標 に使 用 され る場合 が多 い。

p一ク ロロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)の 曝露をその尿 中代謝物を用 いた生物学 的モニ

タ リング によ り評価す るため、第1章 か ら第4章 において、 ヒ トにお けるp-CNBの 尿

中代謝物 を明 らか に し、 また、 それ ら代謝物 の分離定量法 を開発 した。 さ らに、p-CN

Bの 代謝 を薬物動 力学 的に解析 した。

本章で は、p-CNBお よびその代謝物 の代謝 、排泄速度お よび尿 中排泄量の、 曝露量

に よる変化 、す なわ ち、量 一反応関係を動物実験 に よ り調べた。種 々の量のp-CNBを 投

与 した ラ ッ トにお ける代謝 を第4章 第2節 と同様に薬物動力学的 に解 析 し、 ヒ トにおけ る

結果 とあ わせ 、p-CNB曝 露 にお ける生物学 的モニ タ リング指標について考察 した。

2.材 料 お よ び 実 験 方 法

化合物:P-CNB、P一 クロロアニ リン(P-CA)、2,4一 ジクロロアニ リン(2,4-

DCA)、N一 アセチル ーS-(4一 ニ トロフェニ ール)-L一 システイ ン(ANPC)、2一

ク ロロー5一ニ トロフェノール(2-C-5-NP)、2一 ア ミノー5一ク ロロフェノール(2-

A-5-CP)お よび高速液体 クロマ トグラ フィー(HPLC)用 メタノールは、第1章 で

用 いた ものを使用 した。
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動物:Sprague-Dawley(SD)系 雄性 ラッ トは、 日本 ク レアか ら購入 した。 ラ ッ トは、実

験前2週 間ハ ン ドリング し馴 らし、10週 齢(367±25g、n=30)に おいて実験

に使用 した。 実験 中、餌(LaboratoryChowMF、 オ リエ ンタル酵母)お よび水 は、 自由に

摂取 させ た。

採血 と血 漿 中p-CNBの 定量:1群5匹 のラ ッ トの腹腔 内に、オ リーブ油 に溶か したp-

CNB30、100ま たは333mg/kgを 一 回投与 した。投与後 、1、4、8、25、

32、49、73、97お よび122時 間において、無麻酔下 、金武 の方法[100]に よ り

鎖骨下静脈 よ り、約0.3mlつ つ採血 した。得 た血液は直 ちに遠沈 し、血漿 を分離 した。

第3章 第1節 で開発 したHPLC法 に より血漿 中p-CNBを 定量 した。

採尿 と尿 中p-CNB代 謝物の定量:実 験 前1週 間1匹 つつ代謝 ケー ジ(日 本 ク レア製C

L-0304型)で 飼育 し馴 らした別の15匹(1群5匹 ×3群)の ラ ッ トの腹腔 内 に、

オ リー ブ油 に溶か したp-CNB30、100ま たは333mg/kgを 一 回投与 した。

各 ラ ッ トの尿 は、投与後、8、25、49、73、97、122お よび169時 間 におい

て採取 した。採尿 ごとに、 ケー ジを水で洗浄 し、洗浄液は尿 に加 え、尿量 を測定 した。第

4章 第2節 のp-CNB急 性 中毒 患者 において測定 した5種 の尿 中代謝物(2-C-5-NP、

ANPC、2,4-DCA、p-CAお よび2-A-5-CP)を 、第3章 第2節 で 開発 したH

PLC法 に よ り、 同様 に定量 した。

コンパ ー トメ ン トモデル分 析:第2章 第1節 にお いてp-CNB投 与 ラ ッ トにおける尿 中

代謝物 を 同定 した際、 ラ ッ トの尿 中よ り検 出され たp-CNBの 量 は極微量で あ り、投与

されたp-CNBは 、尿 中へ は大部分代謝 されたのち排泄 され ると考え られ た。 したが っ

て、血 漿か らのp-CNBの 消失 は主 に代謝(酵 素反応)に よ り進行 し、 その過 程は、本

節で試験 した濃度範 囲において飽和 され る可能性が ある。一方、第4章 第2節 のp-CN

B急 性 中毒 患者 において、p-CNBお よびその代謝物 の代謝、尿 中へ の排泄過 程は、線

形1一 コ ンパ ー トメ ン トモデル に適合す る と仮定 し、p℃NBの 動態 を解析 した。 したが っ

て、 ここで は、 ラ ッ トにお けるp℃NBの 動態を以下の2つ のモデル を用いて評価 した。

1.非 線形1一 コ ンパ ー トメ ン トモデル
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p-CNBの 消 失 過 程 は、 ミカ エ リス ーメ ンテ ン式 消 失 を伴 う1一 コ ンパ ー トメ ン トモ デ

ル に適 合 す る と仮 定 した 。 す な わ ち 、腹 腔 内 に投 与 され たp-CNBは 、急 速 に全 身 に分

布 し、 そ の 消 失 は飽 和過 程 を含 む と仮 定 した 。以 下 の2つ の 等 式 を 、パ ー ソナ ル コ ン ピ ュー

タ(NEC製98NOTESX/E)を 用 い、 山岡 ら[103]に よ り開発 され た 非 線 形 最 小

二 乗 法 プ ロ グ ラ ムMULTI(RUNGE)に よ り解 き、p-CNBの 分 布 容 積(Vd)、

ミカ エ リス定 数(KM)お よび最 大 速度(γmax)を 算 出 した 。

dCp_CNB/dt=一(V血 、/(K班+Cp-CNB))×Cp-CNB(1)

COp-CNB-D/Vd(2)

こ こで 、Cp.CNBは 血 漿 中p-CNB濃 度 、COp.CNBは 、血 漿 中p-CNBの 初 期 濃 度 、Dは

p-CNB投 与 量 を そ れ ぞ れ 表 わ して い る。

2.線 形1一 コ ンパ ー トメ ン トモ デ ル

第2章 に お い て 、 ラ ッ トにお け るp℃NBの 代 謝 経 路 につ い て検 討 し、p-CNBは

Fig.2-2-1に 示 した 経 路 に よ り尿 中へ 排 泄 され る こ とを 明 らか に した 。 また 、 投 与 さ

れ たp-CNBは 、尿 中へ は 大 部分 代 謝 され た の ち排 泄 され る こ と、 ま た 、p-CNBか ら

生 じた 代 謝 物 、2-C-5-NP、2,4-DCA、p-CAお よび2-A-5-CPは 、 主 と し

Fig.5-1.AModelMetabolicPathwayofρ 一CNBfor

EstimationofRateConstantsinTransformationof

p-CNBandItsMetabolites.

kl:rateconstantforeliminationotherthanurinary

excretion.k2-k7:metabolicrateconstants.k8-k12:

urinaryexcretionrateconstants.p-CA(F),p-CA(free

form);p-CA(C),p-CA(conjugatedform).
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て 抱 合 体 と して 尿 中 に排 泄 さ れ る こ とを 明 らか に した。p一 ク ロロ アセ トアニ リ ド(p-C

AA)お よ びp一 ク ロ ロオ キ ザ ニ リン酸(p-COA)はp-CA、 ま た 、4一 ク ロ ロ ー2一 ヒ

ドロキ シア セ トアニ リ ド(4-C-2-HAA)は2-A-5-CPの そ れ ぞ れ抱 合 体 の 一 種 と

み なす こ とが で き る 。 した が って 、本 節 で はp-CNBの 代 謝 経 路 をFig.5-1の よ うに

単純 化 し、 ラ ッ トに お け るp-CNBの 代 謝 を薬 物 動 力 学 的 に評価 し、 第4章 で 明 らか に

した ヒ トに お け るp-CNBの 代 謝 と比較 した 。以 下 の5つ の仮 定 の も と、 お の お の の 量

のp-CNBを 投 与 した ラ ッ トにお い て 、p-CNBお よ びそ の 代 謝 物 の 変 換 に お け る速 度

定 数(kl～k12)を 、第4章 第2節 と同様 の 手 法 に よ り算 出 した 。(1)腹 腔 内 に投

与 され たp-CNBは 、 全 て急 速 に全 身 に分 布 す る。(2)p-CNBは 、代 謝 と尿 中排 泄

以 外 の2つ 経 路 に よ り消失 す る。(3)p-CNBか ら生 じた代 謝 物 は 、全 て 尿 中へ 排 泄

さ れ る 。(4)p-CNBの 代 謝 お よび消 失 過 程 、 生 じた代 謝 物 の尿 中 へ の 排 泄 過 程 は 、

本 来 飽 和 過 程 を 含 ん で い る と考 え られ るが、 全 て 線 形1一 コ ンパ ー トメ ン トモ デ ル に適 合

す る。(5)p-CAの 遊 離体 の尿 中へ の排 泄 量 は無 視 で き る。 実 際 に は、 以 下 の微 分 方

程 式((3)～(14))を 解 き、Fig.5-1のp-cNBお よび そ の 代 謝 物 の 消 失 にお

け る、p-CNBの 尿 排 泄 以 外 の経:路か らの 消失 速 度 定 数(k1)、 代 謝 速 度 定 数(k2

～k7)お よ び尿 中排 泄 速度 定 数(k8～k12)を 算 出 した 。

dC,.CNB/dt=‐(k・+k2+k3+k4)×Cp-CNB(3)

dX2.C.5-NP/d亡=k2×Cp.CNB×Vd-k8×X2-C-5-NP(4)

dX,.CA(F)/dt=k3×Cp-CNB×Vd-(k5+kg+k7)×Xp-CA(F)(5)

dXANPC/dt=k4xCp_CNB×Vd-k12×XANPC(6)

dX2 ,4.DCA/dt=k5×X。.CA(F)-k9×X2,4-DCA(7)

dX,-CA(C)/dt-k6×Xp-CA(F)-k10×Xp-CA(C)(8)

dX2-A-5-CP/dt=k7×Xp-CA(F)-k11×X2-A-5-CP(9)

dX2-c.5.NP'/dt=k8×X2.c-5-NP(10)

dX2 ,4-9DCA/dt-kgxX2,4-DCA(11)

dXp_CA'/dt=k・ ・×Xp-CA(C)(12)

dX2-A.5-CP/dt=k11×X2.A-5-CP(13)
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dXANPC'/dt=kY2×XANPC(14)

こ こで 、Cp.CNBは 血 漿 中p-CNB濃 度 、X2-C.5-NP、XANPC、X2 ,4-DCA、X2.A-5-CP、Xp_

CA(F)お よ びXp-CA(C)は 、 そ れ ぞ れ体 内 の2-C-5-NP、ANPC、2,4-DCA、2-A

-5-CP
、p-CA(遊 離 体)お よびp-CA(抱 合 体:p-CAA、p-COAお よび グル

ク ロ ン酸 お よび 硫 酸 等 のN一 抱 合体)の 量 、 ま た 、X2.C.5-NP'、XANPC、X2 ,4.DCA'、

X2-A.5-cp'お よ びXp.CA'は 、 それ ぞれ 各 代 謝 物 の尿 中排 泄 量 を示 して い る。

モ ー メ ン ト分 析:p℃NBの 血 漿 中 濃度 一時 間 曲線 下 面 積(AUC)お よび 平 均 滞 留 時 間

(MRT)、 各 代 謝 物 の無 限 時 間 に お け る累 積 尿 中排 泄 量(X° °)お よびMRTを 第4章

第2節 と 同様 の手 法 に よ り算 出 した 。AUCお よびX° °、 お よびMRTは 、 そ れ ぞ れ0次

モ ー メ ン ト、1次 モ ー メ ン トで あ り、次 式 で 定 義 され る。

AUC=fp° °Cp_CNBdt(15)

MRTp-CB=∫0° °tCp-CNBd亡/AUC(16)

X° °=∫0° °(dX/dのdt(17)

MRT藍etabolite=∫0° °t(dX/dのdt/X° 。(18)

こ こで 、Cp-CNBは 血 漿 中p-CNB濃 度 で あ り、dX/d亡 は 、代 謝 物 の尿 中排 泄 速 度 一時

間 曲線 を 表 わ す 関 数 で あ る。p-CNBの 全 身 ク リア ラ ンス(CL)は 、 以 下 の等 式 に よ

り算 出 した 。

CL=D/AUC(1g)

3.結 果

血 漿 中p-CNBお よび そ の 尿 中代 謝物 の 時 間推 移:

30、100ま た は333mg/kgのp-CNBを 腹 腔 内投与 され た ラ ッ トに お け る

血 漿 中p-CNB濃 度 の 時 間推 移 をFig.5-2に 片 対 数 グ ラ フで 示 した 。 同様 に、 各 量 の

p-CNBを 投与 され た ラ ッ トにお け る5種 の代 謝 物 の累 積 尿 中排 泄量 の 時 間推 移 をFig.

5-3に 示 した 。
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Fig.5騙2.TimeCoursesofρ 一CNBConcentrationinPlasmaofRatsaftera

30(●),100(▲)or333但)mg/kgIntraperitonealInjection.

EachpointandverticalbarrepresentmeantS.D.offiverats.

モ ー メ ン ト分 析:

p-CNB血 漿 中 濃度 一時 間 曲線 お よび各 代 謝 物 の 尿 中排 泄 速度 一時 間 曲 線 か ら統 計 学 的

モ ー メ ン トを算 出 し、 結 果 をTable5-1に 示 した。CL値 は 、p-CNB投 与 量30m

g/kgで は213ml/hr/kg、100mg/kgで は198ml/hr/kg、

333mg/kgで は174ml/hr/kgで あ り、p-CNB投 与 量 の増 加 に と もな

い 減 少 した 。尿 中 に排 泄 され た5種 の 代謝 物 の合 計 量 の投 与 量 に対 す る割 合(FTota1)は 、

p-CNB投 与 量 の 多 少 にか か わ らず ほぼ一 定 で あ った(61～66%)。p-CNB30

mg/kgの 投 与 に お いて 、2-C-5-NPの 尿 中排 泄 量 は、 投 与 量 の10.5%を 占 め た 。

同様 に、ANPCは30.1%、2,4-DCAは2.1%、p-CAは9.1%、2-A-5-

CAは13.8%を 占め た 。尿 中 に排 泄 され たANPCお よ び ア ミノ化 合 物(2,4-DC

A+p-CA+2-A-5-CP)の 投 与 量 に 占め る割合(FANPCお よびF2,4.DCA+Fp-CA+

F2-A-5-CP)は 、 い ず れ のp-CNB投 与 量 に お いて もほぼ一 定 で あ るが 、 投 与 量333m

g/kgに お け る2-C-5-NPの 尿 中排 泄 量 の 投 与量 に 占め る割 合(F2-C-5-NP)は 、3

0お よび100mg/kg投 与 時 の約 半 分 で あ った。
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Fig.5弓.TimeCoursesofCumulativeUrinaryExcretionAmountsof」 ひ

CNBMetabo1碇esinRatsaftera30(●),100(▲),or333(■)mg!kg

Intraperitonea目nlection.

eachpointandverticalbarrepresentmeantS.D.offiverats.The

valuesforthemetaboliteswereconvertedtoexcretionamountsperl

kgratbodyweightandshownasamountsequivalenttotheparentρ 一

CNB。A,2-C-5-NP;B,ANPC;C,2,4-DCA;D,∫ 》CA;E,2-A-5-CP.

p-CNB30mg/kg投 与 に お け る、p-CNBのMRT値 は17.4時 間で あ った 。

同様 に 、2-C-5-NPのMRT値 は21.5時 間、ANPCで は18.5時 間、2,4-D

CAで は19.9時 間 、p-CAで は25.4時 間、2-A-5-CPで は21.0時 間で あ っ
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Table5-1.StatisticalMomentsofp-CNBandIts

Metabolites.

30mg/kg100mg/kg333mg/kg

CLa(ml/hr/kg)

F2-G5-NPb(%)

FANPCb

F2 ,牛DCAb

Fp-CAb

F2-A_5-CPわ

FToね1わ

MRTp-CNBC(hr)

MRT2{:-S-NPc

MRTANPCc

MRT2 ,4-DCAC

MR皐CAC

MRT2.A.5.cpC

213.2(18.91)197.9(10.57)173.9(6.49)

10.5(0.61)10.7(1.84)

30.1(1.50)30.7(2.57)

2.1(0.28)1.6{0.24)

9.1(1.05)6.4(0.59)

13.8(0.45)13.2(0.40)

65.6(2.78)62.6(3.94)

5.1(0.29)

32.4(2.04)

1.5(0.11)

6.6(0.78)

15.2(0.65)

60.7(1.74)

17.4(2.03)18.3(1.17)27.1(4.88)

21.5(1.91)25.4(1.31)

18.5(2.28)21.6(2.44)

19.9(1.00)24.0(3.35)

25.4(0.06)32.6(2.94)

21.0(2.61)27.7(2.46

38.1(1.39)

30.4(2.59)

33.1(2.58)

48.4(2.68)

38.6(3.43

Thestandarddeviationisshownparentheses(n=5).

a:Systemicclearanceofp-CNB
.b二Fractionofeach

metaboliteexcretedinurineagainstthedose(XOOID).

Thevalueswereshownasamountsequivalenttothe

parentρ 一CNB.c:Meanresidencetimefrom

administrationofp-CNBtodisappearanceofp-CNB

andeachmetabolite.

た。各代謝 物のMRT値 は、p-CNB投 与量の増加に伴 い増加 した。

コ ンパ ー トメ ン トモデル分析:

1.非 線形1一 コ ンパ ー トメ ン トモデル

Fig.5-2に 示 した ように、P-CNB30お よび100mg/kgの 投与 において、

血漿 中p-CNB濃 度 は1次 指数 関数 的に減少 したが、333mg/kgの 投与で は、投

与後初期 のp-CNBの 減少 勾配は、30お よび100mg/kg投 与 時 よ りも明 らか に

小 さか った。 したが って、各量 のp-CNB投 与後の血漿 中p-CNB濃 度の推移 を、 同時
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に ミカ エ リス ーメ ンテ ン式 消 失 過 程 を含 む1一 コ ンパ ー トメ ン トモ デ ル に適 合 させ 、 等 式(

1)お よ び(2)を 解 き、 薬物 動 力 学 的パ ラメ ー タ ー(Vd、Vmaxお よ びKM)を 算 出 した 。

Vd、Vmaxお よびK澀 の 値 は、 そ れ ぞ れ4180ml/kg、5.2μg/mI/hrお よ

び80μg/mlで あ った 。

2.線 形1一 コ ンパ ー トメ ン トモ デル

各量 のp-CNBを 投 与 した ラ ッ トに お いて 、p-CNBお よび そ の代 謝 物 の 変 換 に お け

る速度 定 数(Fig.5-1のkI～k12)を 算 出 し、結 果 をTable5-2に 示 した 。p-

CNB30mg/kg投 与 時 、p-CNBの2-C-5-NP(k2)、p-CA(k3)お

よびANPC(k4)へ の代 謝 にお け る速 度 定 数 は 、 それ ぞ れ0.006、0.015お よ

び0.019hr-1で あ った 。 同様 に、生 じたp℃Aの 核 の塩 素 化 反 応(k5)、N一 抱

合 反 応(kg)お よび核 の水 酸化 反 応(k7)に お け る速度 定 数 は 、 そ れ ぞ れ0.025、

0.114お よ び0.169hビ1で あ った。 さ らに、 生 じた5種 の代 謝 物 、2-C-5-N

Table5-2.RateConstantsforMetabolismofp-CNB.

30mglkg100mg/kg333mglkg

絢a

k2a

kga

k4a

k5a

kga

k7a

kga

kga

k10a

klla

k12a

(hr's) 0.023

0.00s

O.015

0.019

0.025

0.114

0.169

0.566

1.451

0.254

0.307

0.561

0.020

0.006

0.013

0.017

0.010

0.037

0.088

0.094

Q.613

0.181

0.249

0.246

0.021

0.003

0.014

0.020

0.006

0.022

0.065

0.041

0..;

0.151

0.171

0.084

a:Rateconstantsinthemetabolicpathwayshown

inFig.5-1.
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P(kg)、2,4-DCA(k9)、p℃A(k10)、2-A-5-CP(k11)お よび

ANPC(k12)の 尿 中排泄速度定数 は、それぞれ0.566、1.451、0.254、

0.307お よび0.561hr-1で あ った。p-CNBの 尿 中排泄以外 の経路 か らの消失

速度 定数(k1)は 、0.023hr-1で あ った。kl、k3お よびk4を 除 く速度定数 は、

p-CNB投 与 量の増加 に伴 い減少 した。

4.考 察

Fig.5-2に 示 した ように、P-CNB333mg/kg投 与 におけ る血 漿 中P-CN

B濃 度 の推 移 は、片対数 グ ラフ上 で直線 的な減少を示 さなか った。p-CNBのMRT値

は、 この投与量 において明 らか に増加 した。 また、CL値 は、投与量 の増 加 に ともない減

少 した。 したが って 、p-CNBの 血漿か らの消失は、試験 した投与量範 囲 にお いて 、非

線形 であ る と考え られた。 したが って、血漿 中p-CNB濃 度 の推移 を ミカエ リスーメ ンテ

ン式 消失 を伴 う1一 コ ンパ ー トメ ン トモデル に適合 させ、薬物動 力学 的パ ラメーターを算

出 した。p-CNBの 分布容 積(Vd)は4180ml/kgで あ り、明 らか に1000m

l/kgを 超え てお り、p-CNBは 特定 の組織 に高い親和性を有 してい る もの と示 唆 さ

れた。p-CNBが 脂 溶性化 合物 であ るとい う物理化学的性質 が、大 きなVd値 を示 す一 つ

の原 因 と して推定 された。

一 方、 ラ ッ トにお けるp-CNB代 謝 の薬物動力学 的解析を容易 に し、第4章 第2節 で

明 らかに したp-CNB急 性 中毒患者 におけるp-CNBの 代謝 と比較 す るため、 ラ ッ トに

おけ るp-CNBお よびその代謝物の消失過程 は、線形1一 コ ンパ ー トメ ン トモデル に適 合

す ると仮 定 し、各p-CNB投 与量 におけ る、各消失過程の速度 定数を算 出 した。kl値

は、p-CNB投 与量 にかかわ らず一定 であるため、試験 された投与 量の範 囲において、

尿中排 泄以外 の経路 か らの消失過程 は線形で ある、すなわ ち、尿 中排泄以外 の経路 か らの

p-CNB消 失量 はp-CNB投 与量 に比例す る と考え られた。いずれのp-CNB投 与 量

において も、尿 中に排泄 され るp-CNB代 謝物総量 の投与量 に対す る割合 は約3分 の2

であ った。 したが って、尿 中排泄 は、p-CNBの 消失の ための最 も重要 な経路 であ る と

考え られ た。
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p-CNBは3つ の代謝 経路 、ニ トロ基 の還元 、核の水酸化お よびグル タチオ ン抱合 を

経て尿 中に排泄 され る。 グル タチオ ン抱合体 は体 内で さ らに代謝 され、尿 中へは メル カプ

ツール酸ANPCと して排 泄 され る。ANPCの 尿 中排泄量 は、いずれのp℃NB投 与

量 において も投与量 の約30%を 占め、代謝物 中最 も多 く尿 中に排 泄 された(Table5-

1)。 メルカ プツール酸 は、芳香族ハ ロゲ ン化炭化水素 お よび芳香族 ニ トロ化 合物 に曝露

された ウサギ、 ラ ッ ト、イ ヌおよび ヒ ト等の哺乳動物の尿 中に検 出される[37,45,52-54]。

p-CNBを 投与 したウサギにおいて、投与量 に対す るメル カプツール酸 の尿 中排 泄量は

7%で あ った[37]。 また、単離 したラ ッ トの肝細胞をp-CNBと ともにイ ンキュベー ト

した溶液 において、10%のp-CNBが メルカプツール酸 の前駆物質で あるS-(4一 ニ

トロフ ェニール)一 グル タチオ ンに代謝 された[33]。 ラ ッ トを用 いた本inVIVOの 研 究に

お いて、 メル カプ ツール酸の尿 中排泄率 は、上 記のいずれの報告 よ りも多か った。ANP

Cは 、 ラ ッ トの尿 中に排泄 され るp-CNB代 謝物総量 の約半分の量を 占め た。 この結果

は、第4章 第2節 のp-CNB急 性中毒患者 における試験結果 と一致 した。 さ らに、p-C

NB30mg/kgを 投与 した ラ ッ トにおける2-C-5-NP、ANPCお よび ア ミノ化

合物(2,4-DCA・+p℃A+2-A-5-CP)の 累積尿 中排 泄量 の比(16:46:3

8、w/w、p-CNB相 当量)は 、p-CNB急 性 中毒患者 にお ける結果(2-C-5-N

P:ANPC:ア ミノ化合物=12:48:40)と 一致 した(Table4-2-2)。A

NPCお よびア ミノ化合物 の尿 中排泄量 の投与量 に占め る割合 はいずれ のp-CNB投 与

量 において もほぼ一定 であ り、いずれ もp-CNB投 与量 に非依存 的で あるが、p-CNB

投与量333mg/kgに おける2-C-5-NP排 泄量 の投与量 に占める割合 は、30お

よび100mg/kg投 与 時の約半分 に減少 した。同様 に、k3お よびk4の 値 は、 いず

れのp-CNB投 与量 において もほぼ一 定であ るが、k2の 値 は、333mg/kg投 与

にお いて減少 した。 したが って、p-CNBの ニ トロ基の還 元反応(p-CAの 生成)お よ

び グル タチオ ン抱 合反応(ANPCの 生成)の 過程 は、p-CNB投 与量333mg/k

g以 下 にお いて線 形で あるが、p-CNBの 核 の水酸化反応(2-C-5-NPの 生成)の 過

程 は、投与量333mg/kgに おいて非線形 であると推察 された。ア ミノ化合物 の尿 中

排泄量 は、 いずれ のp-CNB投 与量 において も投与量 の21～25%を 占め、p-CNB

のニ トロ基 の還元反応 は、 グル タチオ ン抱合反応 によるメル カプツール酸 の生成 に次 いで、

p-CNBの 重要 な代 謝経路であ ると考え られ た。p-CNBか ら生 じたp-CAは さ らに
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代謝 され、 そのN一 抱合体(p℃AA、p-COA、 グル クロ ン酸お よび硫酸抱合体 等)、

2-A-5-CPお よび2,4-DCAと して尿 中に排泄 され る。 これ ら3種 の代謝物 の累積

尿 中排泄量 の比 は、P-CNB30mg/kg投 与 において、P-CA:2-A-5-CP:

2,4-DCA=37:55:8で あ り、p-CNBに よる急性 中毒患者 におけ る結 果(P-

CA:2-A-5-CP:2,4-DCA=75:22:3)と 一致 しなか った。 したが って 、

ラ ッ トでは、p℃Aの 核 の水 酸化反応 はそのN一 抱合反応 よ りも容易 に起 こ り、 ヒ トで は

逆 にN一 抱合 反応 の ほうが容易 に起 こるもの と示唆 された。p-CAの 代謝過 程 にお け る速

度定数(k5、k6お よびk7)の 値 は、p-CNB投 与量 の増加 にと もな い減少 し、 これ

らの代謝反 応過程 は、100mg/kg以 上 のp-CNB投 与量 において非線形で あ ると

考 え られた。

各代謝物 の尿 中排 泄速度定数(kg～k12)は 、いずれ もp-CNB投 与量 の増 加 に と

もな い減少 し、 これ らの排泄過程 はすべて、100mg/kg以 上 のp-CNB投 与量 に

お いて非線形 であ る と考え られ た。 いずれのp-CNB投 与量 にお いて も、各代謝物 の尿

中排泄速度定数 は、 その代謝物 の生成速度定数 よりも明 らか に大 きか った。 したが って、

p-CNBの 代 謝お よび生 じたp-CAの 代謝は、 これ らか ら生 じた代謝物 の尿 中排 泄 よ り

も時間を要す る もの と考 え られた。さ らに、いずれのp-CNB投 与量 において も、p-C

Aの 代謝 は、p-CAの 生成 よ りも速やか に進行 した(k5+kg+k7>k3)。 したが っ

て、吸収 され たp-CNBの 体 内か らの消失速度は、p℃NB自 身 の代謝 お よび消失速度

に より決定 され る と考 え られた。

ラッ トにお ける各代謝物 のMRT値 は、p-CNB投 与量 の増加 に伴 い増加 す るが 、い

ずれ もp-CNB急 性中毒患者 におけるMRT値(4～10日)よ りも明 らか に小 さか っ

た。p-CAのMRT値 は、いずれのp-CNB投 与量 において も、5種 の代謝物 中最 も大

き く、代謝物 中最 も長 期間体 内に滞留す る もの と示唆 された。 この結 果は、 中毒患者 にお

ける試験結 果 と同 じであ った。Fig.2-2-1に 示 した ように、p-CNBの 代謝経路 に

お いて体 内で起 こるp-CAとp-CAAと の可逆反応がその原因の一つ と推定 された。

第2章 において、p-CNBは 、 ヒ ト、 ラ ッ ト、両者 同 じ代謝経路 によ り尿 中へ排 泄 さ

れ るこ とを 明 らか に した。p-CNB投 与 ラ ッ トにおいて、ANPCは 、最 も多量 に尿 中

へ排泄 され るp℃NB代 謝物で あ り、尿 中に排泄 され た全代謝物 の約半分量 を 占め た。
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この結果 は、第4章 のp-CNBに よる急性 中毒 患者 における結果 と一 致 した。 さ らに、

試験 したp-CNB投 与量範 囲(30～333mg/kg)に おいて、p-CNBのANP

Cへ の代謝過 程は線形で あ り、ANPCの 尿 中排泄量 は、かな り広 いp-CNB投 与量範

囲において、p-CNB投 与量 に比例す ると考え られた。第3章 で開発 したHPLCに よ

るp-CNB尿 中代謝物 の測定法 において、ANPCは 尿 中濃度0.2μg/ml以 上 で定

量可能 であ った。第4章 でp-CNB尿 中代謝物 の経 時変化を調べ た6名 の 中毒患者 にお

いて 、入 院期 間の後半で は中毒症状や血液学 的所見は正常 レベル に回復 したが、ANPC

は、患者 の入院期 間を通 じてその尿 中か ら検 出 された。 したが って、p-CNB曝 露 に よ

る血液学 的な変化が現 われない曝露濃度、すなわ ち、低濃度 のp-CNB曝 露 の際に も、

尿 中ANPCは 定量、検 出可能 である と判断 され る。 したが って、尿 中ANPCは 、P-

CNB中 毒患者や取 り扱 い作業者等 の急性お よび慢性曝露者 における、p-CNB曝 露の

モニ タ リングの指標 として適 している と考え られ た。
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結 論
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芳香族 ニ トロ、 ア ミノ化合物 は、主 として染料、農薬お よび医薬 品等 の原料や 中間体 と

して広 く製造、使用 されてい るが、 これ ら一群 の化合物 の中には発癌性 、遺伝毒性作 用お

よび血 液毒性作用 を有す る もの も数多 い。 中で も主 に染料 の合成 における中間体 と して古

くか ら多量 に使用 されてい るp一 クロロニ トロベ ンゼ ン(p-CNB)は 、特 に強 い血 液毒

性作 用を有 して い るため、その製造作業や取 り扱 い作業 に従事す る労働者 において、そ の

吸収(曝 露)量 を把握 す ることは、健康 障害を予 防す るうえで非常 に重要 と考 え られ る。

しか し、 曝露 されたp℃NBの ヒ ト体 内での動態は明 らか にされて お らず 、また、その

曝露量 を正確 に把握す る手 法 も確立 されて いな い。本研究で は、p-CNB曝 露 の際、尿

中 に排 泄 され るその代謝物 を曝露指標 に用 いたモニ タ リング法の 開発 を試 み、以下 の結論

を得 た。

1.p-CNBに よる曝露者 にお ける尿 中代謝物 を同定 し、8種 の代謝物 、2一 クロロー5一

ニ トロフェノール、N一 アセチル ーS-(4一 ニ トロフェニ ール)-L一 システイ ン、p一

クロ ロアニ リン、2一 ア ミノー5一クロロフェノール、2,4一 ジク ロロアニ リン、P一

クロ ロアセ トアニ リ ド、4一 クロロー2一ヒ ドロキ シアセ トアニ リ ドお よびP一 クロロオ

キザニ リン酸 を尿 中よ り検 出 した。

2.ラ ッ トにおけ る ρ一CNBの 代謝経路 を明 らか に した。p-CNBは 、 ヒ トにおいて も

同 じ代謝 を経 て尿 中へ排 泄 される と推察 され た。

3.p-CNB曝 露者 にお ける尿 中代謝物 の高速液体 クロマ トグラフ ィーに よる簡易 で正

確 な分離定量法 を開発 した。

4.ヒ トにおけ るp-CNBの 代謝 を薬物動力学 的に解析 した。N一 アセチル ーS-(4一 ニ

トロ フェニ ール)-L一 システイ ンは、最 も多量 に尿 中へ排泄 され る代謝物で あ り、尿

中か ら検 出 され る全p-CNB代 謝物 の約半分量を 占めた。

5.ラ ッ トにおけ るp-CNBの 代謝 を ヒ トの場合 と同様 に解析 した。尿 中に排泄 され る

p-CNB代 謝物総量 のp-CNB投 与量 に占め る割合 は約3分 の2で あ り、尿 中排 泄

は吸収 され たp-CNBの 消失 のための最 も重要 な経路で ある と考え られ た。 ヒ トの

場合 と同様 に、N一 アセチルーS-(4一 ニ トロフェニ ール)-L一 システイ ンは、最 も多

量 に尿 中へ排泄 され る代謝物 であ り、尿 中か ら検 出され る全p℃NB代 謝物 の約半

分量 を 占めた。 また、その排 泄量 は、かな り広いp-CNB曝 露濃度範 囲にお いて ρ一

CNB曝 露量 に比例す る と推定 された。
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6.尿 中N一 アセチルーS-(4一 ニ トロフェニール)-L一 システイ ンは、P-CNB曝 露 に

お ける、その曝露のモニ タ リングの指標 として適 してい ると考 え られ た。

本研 究の成果 は、p-CNBの 製造作業 や取 り扱い作業 に従事す る労 働者 にお いて 、p-

CNBに よる健康 障害 の予防 に役立 つ もの と考え られ る。
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