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原 著 鉛 作 業 者 血 球 亜 鉛 プ ロ トポ ル フ ィ リ ンIXと

プ ロ トポ ル フ ィ リ ンIXの 高 速 液 体 ク ロ マ ト

グ ラ フ に よ る 自動 分 析
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AUTOMATED HPLC METHOD FOR DETERMINING ZINC

 PROTOPORPHYRIN IX AND PROTOPORPHYRIN IX IN

 ERYTHROCYTES OF WORKERS EXPOSED TO LEAD

Tadashi SAKAI,* Yukiko TAKEUCHI,* Yumiko IKEYA,*

 Takaharu ARAKI* and Koichi USHIO*

We developed an automated HPLC method for determining erythrocyte protoporphyrin. After 

a single extraction with N, N-dimethylformamide (DMF), zinc protoporphyrin IX (ZP) and protopor

phyrin IX(PP) were separated by the column packed with a new type of reversed phase silica 

(capcell type) within 5min. The column life was markedly extended to facilitate sample injection 

for about 1,000 times. The concentrations of ZP or TP (total protoporphyrin=0.9ZP+PP) determined 

by the present method correlated well with those determined by the conventional methods, i.e. by 

hematofluorometer (HF) or acid extraction method (FEP). In 150 workers exposed to lead, the 

ratio of 0.9 ZP/TP varied between 0.43 and 0.99 with the ratio being less than 0.6 in only 5 work

ers. The correlation coefficient between Pb-B and ZP was significantly higher than that between 

Pb-B and PP. Both anticoagulants, heparin and EDTA, could be used in the present method as well 

as in HF and FEP methods. Reference values for TP by HPLC were between 31.2 and 120.9

ƒÊ g/dl RBC. Samples stored at 37•Ž for 3 days were also used in the present method and the same 

results were obtained as in the samples stored at 4•Ž.

Key words: protoporphyrin; zinc protoporphyrin; lead; HPLC; free erythrocyte protoporphyrin; 

biological monitoring

I.緒 言

へム代 謝 に及 ぼす 鉛 の影響 につ い て は既 に多 くの報 告

があ り,な か で もデル タ ア ミ ノ レ ブ リ ン 酸 脱 水酵 素

(ALA-D)に よるポル フォ ビ リノー ゲ ンの 合成 お よび プ

ロ トポル フ ィリンへ の鉄 挿 入 の二 つ の過 程 が鉛 の 作用 を

強 く受け るこ とで 良 く知 られ て い る1,2).特 に骨髄 の活

性鉛 が直 接作用 して血球 に プ ロ トポル フ ィ リンを蓄 積 す

ると考 え られ る後者 の過 程 は鉛 の標 的 器官 へ の 影響3,4)

を示すものとして体内,外 の負荷鉛量を示す血中鉛,尿

中鉛とは別の意義を有す.米 国のACGIH5)で は鉛被暴

の生物学的暴露指標として血球プロトポルフィリンが血

中鉛,尿 中鉛と並び取り入れられ,我 が国でも各施設で

血球プロトポルフィリンについて測定精度の向上を目指

す取 り組みがなされている6).し か し,そ の測定値は施

設ごとでかなり異なるのが現状であり測定法および標準

物質についての検討がせまられている.鉛 被暴および鉄

欠乏性貧血で血球に蓄積するプロトポルフィリンの大部

分は亜鉛のキレートしたもの(ZP)で あるが,亜 鉛のキ

レートしないプロトポルフィリン(PP)の 増加する疾患

も知られていることから7,8),これ ら疾患の鑑別にはZP

とPPの 分別定量が必要となる.ま た亜鉛のキレートし

ないPP量 に個人差があるとすればZPを 分別定量する
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ほ うが鉛 被暴 あ るい は鉄 欠乏 性 貧血 の指 標 として は よ り

優 れ た もの とな る と考 え られ る.

血 球 の プ ロ トポル フ ィ リンを測 定す る方法 は今 日まで

数 多 く提 案 され てい る が,そ の主 な もの は酸 性溶 剤/塩

酸 抽 出法(FEP法)9～11),中 性溶 剤(エ タ ノ ール,ア セ

トン)抽 出法12～14),希 釈 法15,16),ヘ マ トフルオ ロメ ータ

ー(HF)法17,22) ,液 体 ク ロマ トグ ラフ(HPLC)法18～21)

の五 つで あ る.こ れ らの方 法 に はそ れぞ れ に 問 題 が あ

り,測 定 法 の標準 化 が い まだな され て いな い. 2回 の抽

出操 作を 必要 とす るFEP法 は操 作 が繁 雑 で あ るが 比較

的安 定 した測 定値 が 得 られ るた め現在 最 も汎 用 され て い

る.し か し,こ の方 法 では塩 酸 抽出 に よ りZPか ら亜鉛

が はずれ遊 離 の プ ロ トポル フ ィリン(FEP)と して測定

され, ZPとPPの 分別 定量 が で きな い.中 性 溶剤 に よ

る方法 で は抽 出操 作 が1回 で済 むが,抽 出効 率 が低 く回

収 率 も検体 に よって異 なる12,13).希 釈 法 は定 量 性 に欠 け

る欠点 が あ る12). HFは 非 常 に簡 便 に測 定 で きる利 点 が

あ るが,標 準 物質 の安 定性 と検定 に 問題 が あ る.中 性溶

剤 抽 出法,希 釈法 お よびHF法 はFEP法 とは異 な り基

本 的 にはZPを 測 定す る もので あ る. HPLC法 で はZP

とPPを 分 別 して測 定 す る こ とが可能 で あ るが,こ れ に

は中性 条件 下 での 処理 操 作が 心須 とな り抽 出効 率,カ ラ

ムの 劣化 とい う問題 が つ きま と う.

本研 究 にお いて 我 々 はHPLC法 の これ らの問題 を解

決 し, ZPとPPを 簡 単 な前 処理 だ け で 自動 測 定す る方

法 を確 立 し,こ れ を鉛 作業 者 の健 診 に適 用 した ので,そ

の結果 を報 告 す る.

II.材 料 と 方 法

用 いた検 体 は鉛 作業 に従 事 す る男 性労 働 者150名(古

バ ッテ リー解 体工,バ ッテ リー電 極製 造 工,鉋 金 鋳 造

工,印 刷工 等,年 齢 は29歳 か ら61歳 で平 均45.7歳,

作 業 歴 は1年 か ら20年 で平 均8.7年)お よび鉛以 外 の

作業 に従事 す る労働 者68名(年 齢18歳 か ら55歳 まで

の平 均38.7歳 の男性34名,年 齢18歳 か ら38歳 まで の

平 均21.1歳 の女性34名)の 健 診 で得 られた ヘ パ リンお

よびEDTA処 理血 液 であ る.

血 球 プ ロ トポル フ ィリ ン は 血 液50μlに2.5mlの

N, N-ジ メチル ホ ル ムア ミ ド(DMF)を 添加,振 盪 抽 出

し3,000rpmで10分 間遠 心,上 清 を 得た.こ の 上 清

20μlを オ ー トサ ンプ ラ ー(島 津SIL-2A)で 液 体 ク ロ

マ トグラ フ(HPLC)に 注 入 した .用 い たHPLCは 島津

製 のLC-3A型 ポ ンプ, CTO-2A型 カラ ムオ ー ブ ン,

 RF-530型 蛍 光検 出 器, C-R1A型 ク ロマ トパ ッ クか ら成

る.蛍 光 検 出器 に はポ ル フ ィ リンを高 感 度で 検 出で きる

ホ トマルR-928を 装着 した.励 起 お よび蛍光 波長 は お

のお の420, 630nmに 設 定 し た.カ ラ ム はCapcell

 Pak C-18(4.6×150mm,資 生 堂)を,移 動 相 は50

mM水 酸化 テ トラ ブチル アン モ ニ ウム溶 液(pH 7.5)と

アセ トニ トリル の混 液(34:66)を 用 いた.カ ラム温度

は40℃,移 動 相 の流 速 は1.0ml/minと した.血 球 プ

ロ トポル フ ィ リンはHPLC以 外 に先 に報 告 し たFEP

法11)お よびHF法22)に よ って も測 定 した.標 準物質は

ポ ル フ ィ リンプ ロダ ク ト社(Logan, USA)製 の亜鉛 プ

ロ トポ ル フ ィ リンIX(St. 1)お よび プ ロ トポル フ ィリン

IX(St. 2)を 購 入 し, DMF溶 液(25mg/500ml)と し

て 保 存 した.こ の溶 液 は4℃ 暗所 で1年 以上 安 定 で あ

る.用 時 これ をDMFで40μg/lに 希 釈 し標 準液 とし

た.こ れ は クロマ ト上 で200μg/dl blood相 当のポル フ

ィ リン濃 度 に な る. FEP法 には標 準物 質 と して既 報22)

の よ うに シ グマ 社(St. Louis, USA)製 の プ ロ トポルフ

ィ リンIXジ メチ ル エス テ ル(St. 3)を 用 い た. St. 1～3

の3種 の標 準物 質 を1.5NのHCl中 でmM分 子吸光

係 数 を測定 した ところ おの お の276.3, 274.3, 273.7で

あ った.血 液 鉛量(Pb-B)は 湿式 灰化 後DDTCに よ り

キ レー ト, MIBKに て 抽 出,原 子 吸光光 度計に よ り測

定 した.

III.結 果

Fig. 1はHPLCに よるZPとPPの 分離 を示す.今

回 の分 析条 件 で は正 常者 お よび鉛 作 業者か らの種 々の量

比 のZPとPPが 完 全 に分離 され る. 5か ら200μlま

で の血 液 を用 い抽 出 して得 ら れ る 淡 黄緑 色透明試料を

HPLCに 注 入 しZPお よびPPの 蛍光 強度を調べたと

ころ 両者 の蛍 光 強度 は血 液 量 に比 例 し直 線的 に 上 昇 し

た.検 量 線 は2,000μg/dl blood相 当 まで直線 性 を示

し, 100か ら1,000μg/dl相 当 のZPとPP添 加の回

収 率 はお の おの平 均88%, 96%で あ った.変 動係数は

ZP, PPに つ いて10検 体 分析 時 で0.8～2.6%と な り,

この 方法 は十 分 な分 析精 度 を有す こ とを示す.カ ラムの

寿 命 につ い ては1,000回 以 上 の分析 にお いて も著 しい劣

化 が 認め られず,長 期 間安定 した 測 定が可能 であ った.

Fig. 2はHPLC法 のTP(Total protoporphyrin=

0.9ZP+PP)お よびZP値 を従 来 の方法 に よる値 と比較

した もの で あ る. HPLC法 に よるTP値 はFig. 2aの

ご と くFEP値 と良 く相 関す るが,や や高値 を示 す.他

方, ZP値 はFig. 2bの ご と くHF法 に よる値 と良 い

一 致 を示 す . Fig. 3はTPと0.9ZPお よびPPと の

相 関 を示 す.回 帰直 線 よ り平均88%の 血 球 プロ トポル

フ ィリンが亜 鉛 に キ レー トしてい る もの と推定 される.
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Fig. 1. Chromatographic separations of zinc (ZP) 

and free (PP) protoporphyrin. The mixture of

 ZP and PP standard (a) and the extract from

 a control subject (b), and from lead workers

 (c and d) were injected onto HPLC. The levels

 of ZP and PP in the standard mixture (a) were

 equivalent to the concentration of 476ƒÊg/dl

 RBC (Hct=42%). The concentrations of Pb-B 

(ƒÊg/100g), ZP and PP (ƒÊg/dl RBC) were 4.9,

 31.6, and 4.1 in (b), 103.4, 972.0, and 54.5

 in (c), and 73.0, 295.1, and 146.6 in (d),

 respectively.

Fig. 2. Linear regression for erythrocyte proto

porphyrin (TP=total protoporphyrin and ZP)
 concentrations as determined by HPLC and
 conventional methods . (a) y=1.119x+8.98
 (r=0.990), (b) y=1.017x-13.8 (r=0.990).

Fig. 4はTP , ZP, PPお の お のの対 数 お よび0.9ZP/

TP比 とPb-Bと の相 関 を示 す . Pb-Bと の相 関 はZP

Fig. 3. Relationship between ZP or PP and TP
 by HPLC method. (a) y=0.884x-0.08(r=
0.987), (b) y=0.116x+7.37(r=0.633). n=
150.

が 最 良で 次い でTPが 良 い相 関を示 し, PPとPb-Bと

の相関 は これ らよ りか な り劣 る.こ の群 でFEP法, HF

法 に よ るポル フ ィリン値 の対数 とPb-Bと の相 関 はお の

お のy=0.0162x+1.558(r=0.886), y=0.0143x+1.717

(r=0.887)と な りHPLC法 と同 じ水準 の相 関で あ る.

 0.9ZP/TP比 はPb-Bと は相 関せ ず0.43～0.99の 範囲

で変 動 し(Fig. 4d),そ の平均 は0.836で あ る.こ の比

が0.6以 下 とな るのは150人 の鉛 作業 者中5人 のみ で あ

った.こ の5検 体 では0.9ZP値 はほ ぼ回 帰直 線上 に乗

るが,そ れ らのPP値 はPb-Bの 増 加 に伴 い 上 昇 す る

ものの 回帰 線 よ り高い ところ に分布 す る.こ れ よ り鉛 作

業 者 に よって は亜鉛 の キ レ ー トしない プ ロ トポ ル フ ィ リ

ンの割合 の高 い もの も出現す るが,こ れ はPb-Bと の比

較 でみ る とZP値 が低 くな るの では な くPPが 高 値 とな

ってい る もの と推 定 され る.こ の よ うな0.9ZP/TP比

の低 い作 業 者につ いて2年 間経過 を みた ところ,こ の比

は大 きな変 動を示 さず ほぼ 一定 で あ った.

以上 はへ パ リン血 を用 い た結 果で あ るが,次 に一部 の

検体(n=102)に つ い てEDTA血 で も測 定 してヘ パ リ

ン血 で の結 果 と比較 した(Fig. 5). ZP値 お よびTP値

で はEDTA血 を用 い る と回帰 直線 式 の傾 きか ら5%ほ

ど高 め の値 が予 想 され るが 平均 値 には有 意差 が認 め られ

なか った. PP値 につ いて は回帰 直 線お よび平均 値 の い

ず れ に も両 凝 固防 止剤 の差 異が 認め られ な か っ た.ま

た,こ れ らの検 体 でFEP値 お よび, HF法 に よるZP
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Fig. 4. Relationship between erythrocyte proto

porphyrin by HPLC and Pb-B. (a) y=0.0158x

+1.65 (r=0.872), (b) y=0.0158x+1.57 (r=

0.881), (c) y=0.0175x+0.674(r=0.612), (d)

 y=1.842x+0.836 (r=0.004). The symbols "•~"

 indicate the subjects with ratio of 0.9 ZP/TP

 less than 0.6. Solid and dotted lines show the

 regression ones and 95% predictive intervals

 of individual values, respectively.

値 につ い て も凝 固防止 剤 に よる差 異 が なか った.す な わ

ち,へ パ リン血 お よびEDTA血 で の測 定値 を お の お

のx, yと す る とFEP値 で はy=1.009x+2.02(r=

0.996), HF法 に よるZP値 で はy=0.997x-5.0(r=

0.999)で あ った.こ の 作 業者 群 の な か でPb-Bが10

μg/100g以 下(平 均6.56±1.85μg/100g)の65検 体

で これ ら測 定 値 を比較 す る とTable 1の よ うにな る.

 HPLCに よ るZP値 を含 めFEP法, HF法 に よる測

Fig. 5. Linear regression for erythrocyte proto

porphyrin concentrations determined in the
 blood treated with heparin and EDTA by HPLC.

 (a) y=1.048x-2.95 (r=0.995), (b) y=0.994x
+1.45 (r=0.985).

定 値 の いず れ で も凝 固 防止 剤 に よる有意 差 は認 め られな

い.こ の鉛 作業 者群 の プ ロ トポ ル フ ィリン値(EDTA血

で のFEP値, TP値)を 鉛 を扱 わな い男性群 のそれと

比較 す ると両 者 には有 意 差が な くほぼ 一致 した値が得 ら

れ る.こ れ よ りこの表 に示す ポ ル フ ィ リン値 は正常範囲

を示 す もの と考 えて 良 い.鉛 暴露 の ない女 性群 ではHct

値 が 男性群 よ り平 均4.4%低 い(p<0.01)こ とを反映

してTP値 あ るい はEFP値 も高め の値 とな ってお り,

女 性 に多 い鉄 欠 乏状 態 を示 唆 してい る.二 つの男性群を

合 わ せ た99検 体 のTP値 の平 均 ±SDは65.2±24.1

μg/dl RBCで あ り,対 数 正規 分布 に近 似 した分布型を

示 し(Fig. 6),そ の幾 何平 均 ±幾何 標準 偏 差 は61.4±

1.404, 2SDの 範 囲 は31.2か ら120.9μg/dl RBCで

あ った.

Fig. 7はEDTA血 を37℃ で保存 した時 の影響を示

す. 3日 間37℃ で 保存 した 血 液 につ い てHPLC法 で

得 られ るTP値 は4℃ 保存 の場合 とほ ぼ 一 致 す る.

 HPLC法 のZP, PP値 お よびFEP値 で も同様な結果

が 得 られ た.こ れ に反 しHF法 に よる測 定値 は, 37℃

に3日 間 保存 した血 液 では4℃ 保存 に比 べ著 し く高値を

示 す(Fig. 7b).こ の傾 向 は へパ リン血 よ りEDTA血

で よ り顕 著 で あ った.こ の よ うにHPLC法 お よびFEP

法 で の ポル フ ィ リン値 は室 温 以上 で の保存 に よるも安定

した 値 を示 す こ とか ら検体 の搬送 も容易 とな り暴露指標



坂井ほか:鉛 作業者血球亜鉛 プロトポルフィリンIXと高速液体 クロマ トグラフ 471

Table 1. Erythrocyte protoporphyrin concentrations in control subjects and lead workers

 (male) with Pb-B levels less than 10ƒÊg/100g.

HF: Hematofluorometer, FEP: Free erythrocyte protoporphyrin by Piomelli's method, ZP, PP, TP: 

HPLC method. 1st and 2nd row: arithmetic mean and SD, 3rd and 4th row: geometric mean and SD.

Fig. 6. Distribution (log normal) of TP by HPLC

 in 99 male subjects (control subjects and lead

 workers with Pb-B less than 10ƒÊg/100g).

 Geometric mean and SD were 61.4 and 1.404

ƒÊ g/dl RBC.

としての利用 範囲 が広 ま りス ク リー ニ ングに適 した指 標

といえる.

IV.考 察

HPLCに よるポ ル フ ィリンの分析 につ い て は誘導 体化

す る方 法 も含 め 多 くの報 告が あ るが23), ZPとPPの 分

離 につ い て の報 告は 少な い.こ れ はZPを 亜鉛 の キ レー

トした ままHPLCで 分離 す るに は中性 に近 い条件 で抽

出 し,分 離 しな けれ ばな らな い難 しさが あ るた め と考 え

られ る.す な わ ち,中 性 溶媒 で のZPの 抽 出 は一般 に抽

出効率 が 悪 く12,13)かつ 中 性 の移動 相 を用 い る とカ ラムの

劣 化 を早 め る18).他 方,酢 酸 エ チル/酢 酸混 液(弱 酸 性)

に よる抽 出で はZPか らの亜 鉛 の離脱 は 少な いが,ヘ ミ

ンが抽 出液 に混 入 しポ ル フ ィ リンの分 離 に影響 す る とい

う19). Gotelliら18)は トリ トンX-100を 含 む移 動 相溶液

で血 液 を単 に希 釈す るだ けでHPLCに 注 入 し,ペ ア ド

イ オ ンを用 い て分析 して いるが,カ ラムの劣 化 が大 であ

る と述 べ てい る.我 々は先 に プ ロ トポ ル フ ィ リ ン を

DMFで 抽 出 して彼 らの分離 条件 で 分析 す る こ とを 試み

た20). DMFに よる抽 出で淡 黄 緑 色透 明試料 が 得 られ抽

出液 へ の ヘ ミンの混入 を抑 える こ とが で き,カ ラム寿命

をGotelliら18)の い う150検 体 よ り延 ばす こ とが で き
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Fig. 7. Effect of sample storage on the measure

 ment of erythrocyte protoporphyrin. Blood

 treated with EDTA from 12 lead workers was

 stored at 4•Ž or 37•Ž for 3 days after sam

pling. Solid and dotted lines show the regres

sion and identical lines, respectively.

た.し かし,当 時我々の用いた蛍光検出器の感度が低か

ったので高濃度の抽出液を必要とした.そ のために血液

量を多くした結果,抽 出効率が低くな り,ま た試料によ

る回収率の不安定さを免れなかった.こ のため標準添加

法を適用してZPとPPと を別々に注入し測定すること

を要した.今 回はポルフィリンを高感度で検出できるホ

トマルを装着し検出感度を上げることに成功したので,

抽出に用いる血液量を減ずることが可能となった.こ れ

により満足すべき抽出効率および回収率の向上が得られ

たので,絶 対検量線法でZPとPPの 同時測定を達成で

きた.ま た最近開発された中性-アルカリ性 の移動相で

も使用可能なカプセル型の充填剤24)を用いることにより

カラムの寿命を著しく延ばし安定した長期間の使用を可

能にした.今 回の我々の方法は抽出に先立つ溶血操作も

なく血液を直接DMFで1回 抽出するだけの簡単な前処

理で自動分析を可能にした.ま た1回 の分析時間も5分

以内と大幅に短縮でき多数検体の処理が容易になった.

最近Baileyら21)もZPとPPのHPLCに よる分離を

報告しているが彼らの方法では抽出溶媒と移動相に蟻酸

が含まれ,そ の濃度の調整が微妙で標準物質の注入では

ZPか ら亜鉛が外れやすいという.

今回のHPLC法 に よるTP値 は従来のFEP法 によ

る値と良く相関し,や や高 め の値 とな った.こ れは

FEP法 で は抽 出効 率,回 収率 が お のお の平均85% , 93%

と低 い こ とに起 因す る22).今 回のHPLC法 で はZP,

 PPの 回収 率 がお のお の87.8%, 96.25%で あ り, ZP/PP

比 を9と す る とTPの 平 均 回収 率 は88.6%と 計算 され

る. HPLC法 では抽 出 効 率 につ いて考 慮 す る 必要がな

い が, FEP法 で は抽 出効 率 と回 収率 と を 合 わ せ る と

79.5%と な りHPLC法 の 回収 率 よ り低 くな る.

血 球 中 の プ ロ トポル フ ィリンの うちで亜鉛 のキ レー ト

す る割 合 につ い て の報 告 は少 ない. Gotelliら18)の22検

体 につ い て の結果 で は平 均92%が 亜鉛 の キ レー トする

もの と計算 で きる.我 々は 先 の報告20)で25人 の鉛作業

者 の検 体 でZPの 割 合が67か ら99%の 範 囲で変化 し,

回 帰直 線 の傾 きか ら約91%が 亜 鉛 の キ レー トしたもの

と述 べ た.今 回 の150人 の鉛 作 業者 につ いて の結果 では

ZPの 割 合 は43～99.5%の 範 囲 でそ の平均 は83.6%,

 TPと0.9ZPと の相 関 式 の 傾 きか ら推定す る と88%

がZPと な り先 の報 告 に近 い.

HaradaとMiura25)は 希釈 法 で測定 したZPとFEP

との比 はFEP量 の増 加 に伴 い低下 す る ことか らZPよ

りFEPの ほ うが被 暴指 標 として望 ま しい と 述 べ て い

る.今 回 の結 果 で は亜鉛 のキ レー トした ポル フ ィリンの

割 合(0.9ZP/TP比)はTP値 お よびPb-Bの いずれ

とも相関 せず(Fig. 4d), HaradaとMiura25)の 結果

と異 な る.更 にPb-BとZPと の相 関 は む しろPb-B

とTPと の相 関 よ り強 い こと も明 らか とな った(Fig. 4

b, c).ま た0.9ZP/TP比 の低 い 検体(Fig. 4d)で は

ZPは 回帰 直 線 の近辺 に分布 し他の検 体 と 同様 にPb-B

の増 加 に伴 い上 昇す るの に対 し, PPだ けが回帰直線よ

り高 い位 置 に離 れ て分 布す る点 で きわ だ った特徴を示し

てい た(Fig. 4b, c).こ の よ うにPb-Bと の比較 でみ

る と0.9ZP/TP比 の低 い検 体で はZP量 が相対的に減

少 した こ とに よ るの でな くPP量 だ け が増 大す ることに

よる と結 論 で き よ う.

Lamolaら26)は 血 球 中の グロ ビン上 に プ ロ トポルフ

ィ リンの結 合 サ イ トが2種 類 あ る と考 えてい る.鉛 被暴

や 鉄 欠乏 性 貧血 で は通 常 の へ ム結 合サ イ ト(第1の 結合

サ イ ト)で プ ロ トポ ル フ ィ リンと亜 鉛 が結合 して安定し

た 型 とな る.こ の よ うに して生 成 した グ ロビン結 合ZP

は鉛 に よるPPへ の鉄 挿 入阻 害 の結 果 を示す ものといえ

る.こ れ に対 しグ ロ ビン量 に見合 う以上に生成す るプロ

トポル フ ィ リンは第2の 結 合 サ イ トに結合す るがこの場

で の結合 力 は 弱 く亜鉛 も挿入 され に くく,血 球膜を通し

て血 漿 に流 出す る と考 え られ る.個 体 に よ りPPの 比率

の高 い ものが 出現 す るの は第2の 結合 サ イ トでの結合力

が強 いか あ るい は血球 膜 の ポル フ ィリン透過性 が低い等
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の理由でPPが 血 球 中に残 留蓄 積 しや す い こ とに よる と

思われ る.こ の よ うに血球 中 のPP量 は鉛 の影 響 を直 接

に示すのでな く別 の 因子 に よって 修飾 され た最 終結 果 を

示 している もの と推定 され る.ま た本 研究 で は この 因子

に よる修飾 は個体 に よ り一 定 して お り経 時 的 に変 化 しな

い ものであ るこ とも確 認 された.

我 々は従 来血 球 プ ロ トポル フ ィリンの測 定 には へ パ リ

ン処理血 を使 用 して きたが, HF法 やFEP法 で はEDTA

処理血 を用 いた報 告 も多い.今 回 の結果 で はFEP値,

HF法 に よる値 と同様 にHPLC法 で の測 定値 も抗凝 固

剤に よる差 異 は認め られ なか った.

鉛 作業 に従事 しな い正常 者 とPb-Bが10μg/100g以

下の鉛 作業 者の ポル フ ィリン値 を比 較 した ところ両 者 に

有意差 が認 め ら れ ず,こ の二 つ の群 を合 わせ た 男性99

名のTP値 の算術 平均 ±SDは65.2±2.1μg/dl RBC

で,幾 何平均 が61.4, 2SDの 範 囲 は31.2～120.9μg/

dl RBCで あ った.我 々は これ を正常 範 囲 と判 断 した.

この群 でのFEPの 算術 平均 ±SDは56.4±18.9μg/

dl RBCで あ り上述 の よ うに回収 率 の違 い を 反 映 し て

TPの それ らよ り低値 で あ った .こ れ ら の 値 はMarsh

ら27)が男性66名 につ いて報 告 して い るFEP値 ±SD

の59.9±14.2μg/dl RBCと 見 合 うもの と 思 わ れ る.

この群 のPb-Bの 平均 ±SDは15.1±4.4μg/dl blood

であ る.こ れ以外 に もFEP値 の正常 範 囲 につい て は種

種報告 されて いる9,28,29).報 告 者 に よ り正 常値 が 異 な る

原因は測 定法 に よ り抽 出効 率,回 収 率が 異 な るほ か,標

準溶液の調整 に も起因 す る と思 わ れ る6).今 回我 々 の用

いた亜鉛 プ ロ トポル フ ィ リン,プ ロ トポ ル フ ィ リン
,プ

ロトポル フィ リン ジメチル エ ステ ルの3種 の標 準物 質 の

mM分 子吸光係 数はそ れぞ れ276 .3, 274.3, 273.7で あ

うたが,報 告に あるmM分 子 吸 光 係 数 に は24130) ,

 26230), 27530), 29721)等 が あ り,ど の係 数 を採用 す るか

により測 定値 が変 わ る.我 々のHPLC法 とFEP法 で

用いた標準物質 の分 子吸 光係 数 に大 きな 差異 が な い こ と

か ら両法に よる測定 値 の差 は抽 出効 率 の違 い にあ る こ と

が裏づ けられ る.

冷蔵保存時 の血球 プ ロ トポル フ ィリンの安 定性 につ い

ては既 に述べ られて い るが30),今 回 は室 温以 上 での保 存

の影響についても明らかにした.広 い範囲でスクリーニ

ングとしてポルフィリンの測定が行われるよ うになれ

ば,採 血現場から測定機関までの搬送の機会が多くなる

ものと思われる.こ の場合,よ り簡便には室温あるいは
一時的な高温条件にも耐えられ

る測定法が望まれる.高

温保存によるHF法 での測定値の上昇は血液成分の変化

により蛍光物質が生成す る こ とに よる と考 え られ

る31,32). HPLC法, FEP法 等 では抽 出操 作 を加 え るの

で この蛍 光物 質 を除 去で き高 温保 存 の影 響 を少 な くで き

る もの と思わ れ る. HF法 で は非常 に簡 便 に測 定 で きる

利 点 があ るが血 液 の保 存 につ いて はHPLC法 やFEP法

のほ うが 優れ て い る.

V.要 約

我 々は簡 単 な前 処理 で血 球 のZPとPPをHPLCを

用 い5分 以内 に 自動分 析す る方 法 を確立 した. DMFに

よる1回 抽 出 でへ ミンの混 入 しな い抽出 液 を得,カ プセ

ル型 の逆相 充填 剤 を用 い る ことで カ ラム寿命 を延 ば し長

期 間安 定 した分 析 が可能 であ った.こ の 方法 で150名 の

鉛 作業 者 につ いて 得 られたZP値 あ るいはTP値 は いず

れ も従 来 のHF法, FEP法 に よる値 と良 く相関 した .

血球 プ ロ トポ ル フ ィ リンの うち亜 鉛 のキ レー トす る割 合

は0.43か ら0.99ま で 変化 し, 0.6以 下 とな るの は5名

のみ で あ った. Pb-Bと の 相関 はPPよ りZPの ほ うが

よ り高 い相 関係 数 を示 しZPが 鉛 被暴 の指 標 として よ り

意義 の あ る もの と考 え られた. HPLC法 で はHF法,

 FEP法 と同様 にEDTA血,へ パ リン血 のいず れ も使用

で き, TP値 の 正常 範 囲 は 男 性 で31.2～120.9μg/dl

 RBCで あ った.ま たHPLC法 は37℃3日 間保存 した

血 液 で も4℃ 保存 と同様 な測 定値 が得 られ,鉛 被暴 の ス

ク リー ニ ングテ ス トとして の利 用 範 囲が広 が る もの と思

わ れ る.
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