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Abstract

　Carbon monoxide （CO） concentration in the blood is measured by a headspace 

method with a gas-chromatography （HS-GC） and/or a CO-oximeter. However, the 

deficiencies of using HS-GC, especially on blood CO analysis, are not well 

documented. In the present study the effect of these deficiencies and the agreement 

of the results between the HS-GC and CO-oximeter methods were examined. Results 

indicated, in the application of HS-GC for blood CO analysis, that the TRIlyzer, a 

simplified gas chromatograph used in this study, showed a high linearity and 

reproducibility. The use of a surfactant such as Triton enhanced destruction of the 

plasma membrane of the erythrocytes and thereby increased blood CO values. 

Furthermore, an alkaline buffer solution provided higher blood CO values compared 

with those of an acid buffer solution. Correlation analysis between the results obtained 

by HS-GC and CO-oximeter on four subjects, including smokers and non-smokers, 

also revealed a significant relationship （r= 0.954） between them. However, the 

correlation coefficient （r） between CO concentrations during and after exercise 

measured by HS-GC and CO-oximeter on each subject showed a negative correlation 

for three of the four subjects. It is suggested that, in the application of HS-GC, a 

surfactant and an alkaline buffer solution should be used in the blood CO analysis, but 

discrepancies still remain between the values obtained by HS-GC and CO-oximeter. 

Therefore, further studies will be required to obtain clear agreement between the 

methods.
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1．はじめに

　これまで、一酸化窒素（NO）、一酸化炭素（CO）、硫化水素（H2S）は、燃焼や火山活動など
外因性に生成され、多くの生物にとって毒性の強いガスとして知られている。しかしながら、最
近の研究によりこれらのガスが内因性にも生成され、種々の分子カスケードを介して多様な生理・
病理作用に関係すること、またそれぞれが相互に連携して作用することが明らかとなり、これら
を総称して bioactive gases、あるいは gasotransmittersと呼び、その動向が注目されている。
　一酸化炭素（CO）については、ヘモグロビンの分解により生体内で生成され、その結果血中
の一酸化炭素ヘモグロビン（HbCO）が増大するとともに、それが呼気ガス中にも排出されるこ
とが 1960年代の Coburnら 1, 2）の先駆的研究により明らかにされている。しかしながら、その生
成機序あるいは作用機序が明らかにされ始めたのは、1980年代後半である 3）。すなわち、COの
合成酵素であるヘムオキシゲナーゼ -1 （HO-1）が、ラット（1987年）、およびヒト（1988年）で
同定され、またそのアイソフォームである HO-2がヒトで 1994年に同定された。HO-1は誘導型
であり、低酸素、重金属、感染、サイトカイン、酸化ストレスなどの侵害性刺激により賦活化さ
れて多くの体細胞から生成されること、HO-2は構成型であり、細胞膜の興奮によりその生成が
賦活されることが明らかにされている。また生成された COは、血管平滑筋の弛緩、神経伝達、
抗酸化、抗炎症、抗増殖など生体の恒常性の維持や生体防御に広くかかわることが知られてい
る 4, 5）。従って、生体内の COの動態を明らかにすることは、生体機能を考える上で重要な意味
を持つ 6）。
　我々は、自転車を用いた運動中の呼気 CO量を連続的に測定し、運動強度の増大に伴って、呼
気 CO排出量も増大することを報告した 7）。しかしながら、このことは運動中の COの生成が増
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大したことを意味しない。すなわち、Coburn
1, 2）が報告したように、血液中には HbCOの形でお

よそ 7 mlの COが含まれており、これが換気の増大に伴って呼気ガス中に排出される可能性も
無視できない。従って、運動時の CO生成量を考える上で、血液中の COの動態を考慮する必要
がある。これまで血中の CO量を測定する方法として、Headspace法、および CO-oximeter法が
一般的であるが、特に Headspace法に関しては、その変動要因も含め、その解析方法が確立し
ているとは言い難い 8, 9, 10）。そこで本研究では、Headspace法による血中 CO濃度測定上の各変
動要因の影響を評価するとともに、CO-oximeter法による計測結果との比較を行った。

2．実験方法およびその結果

2-1 Headspce 法の検証
　通常、Headspace法とは、サンプルをバイアルに密封し、液体中に溶存している気体成分を任
意の方法で上部気相中（headspace）に拡散させ、その気体をシリンジにて採集し、gas 

chromatographにて分析する方法である。本研究の分析手順を図 1に示す。この方法においては、
検体の前処理方法や gas chromatographの測定精度が分析結果に影響する 8）。

2-2Gas chromatograph の精度に関する検証実験 
　本研究では Gas chromatographとして簡易型ガスクロマトグラフィー（TRIlyzer, mBA-3000，
タイヨウ）を用いた。この装置は、測定対象成分を水素（H2）、メタン（CH4）、及び一酸化炭素 

（CO）の 3種のガスに絞った簡易型ガスクロマトグラフィーで、検出器には半導体型ガスセンサー
を用いている。分離カラムや検出器の温度、カラム内のキャリアガスの流速は一定範囲に保たれ
ており、最適化の必要はない。また、2種類の濃度の 3成分混合標準ガスによる校正を行うことで、
検量線の作成を行うことなく濃度そのものを測定値として得ることができる。

図 1．Headspace 法による測定手順
a: 真空採血管、 b：バイアル、c：試薬の注入、d：超音波洗浄機、e：サンプリング用シリンジ、

f：ガスクロマトグラフィー（TRIlyzer, mBA-3000，タイヨウ）
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　まず、再現性の確認を行うため、既知濃度標準ガスを繰り返し測定し、変動係数（CV）（％）
を計算した。結果を以下に示す。いずれの成分においても変動係数は 3％以内となり、良好な再
現性が確認された。

表 1．三種類のガスに対する分析精度

成分 標準ガス濃度 （％）　 CV （％） （n=5）
H2 4.82 1.0

CH4 5.08 2.7

CO 5.02 2.0

　続いて、応答の直線性およびその誤差の確認を行うため、既知濃度の標準 COガスを 5種類調
製し測定した。結果を以下に示す（図 2および表 2）。応答の直線性は良好（Y= 1.012X+0.02, 

R
2
=0.9997）で、また測定誤差（いずれも 3％以内）も小さいことが確認された。

表 2．標準COガス濃度とその測定値および測定誤差　　

標準ガス濃度（ppm） 測定値 （ppm） 測定誤差 （％）
5.08 5.1 0.39

10.3 10.1 1.94

20.1 20.7 2.99

30.8 31.5 2.27

51.3 51.7 0.78

図 2．標準COガス濃度と測定値との関係

2-3 試料の前処理の影響評価
　2-3-1 赤血球細胞膜の除去
　血液中のヘモグロビンと結合している一酸化炭素を放出させるために、フェリシアン化カリウ
ムの飽和溶液を反応させるが、この反応を促進するために赤血球の膜を除去し破壊する必要があ
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る。ここではボルテックスミキサーを使用した振盪による処理と界面活性剤 Triton X-100による
処理の効果を比較した。血液試料 50μLを 2mlのフタ付きガラス容器に入れ以下のようにして処
理を行った。
　①　振盪処理 : ボルテックスミキサーを使用して 30秒間強い振動をかけた。
　②　界面活性剤処理 : Triton X-100を 1滴加え、軽く撹拌した。
　③　振盪及び界面活性剤による処理 : Triton X-100を 1滴加えた上でボルテックスミキサーを

使用して 30秒間強い振動をかけた。
　実際に処理を行った後に撮影した顕微鏡画像を以下に示す。振盪処理のみでは原型を保ったま
まの細胞が多数残ったが、界面活性剤処理を施した場合は原型を保つ細胞は確認されなかった。
これらの結果から、細胞膜の除去には Triton X-100を用い、撹拌のために短時間の振盪を行うこ
とが必要と判断した。

図 3．各種処理後の血液顕微鏡画像（解像度 100 倍）
（a） : 無処理，（b） : 振盪処理，（c） : 界面活性剤処理，

（d） : 振盪及び界面活性剤による処理

　また、上記方法により得られた血液サンプル（2名分）の分析結果を表 3に示す。a, b法と c, 

d法間には顕著な差が認められた。一方、a、bと、c、d間の違いは小さい。このことは、HS-

GCで血液中の COを計測する場合、界面活性剤 （Triton X-100）の効果が極めて大きいことを示
している。
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表 3．赤血球細胞膜の除去方法の違いによる分析結果の比較　（単位：ppm）

a b c d

喫煙者（1名） 12.3 12.7 35.9 34.3

非喫煙者（1名） 6.2 8.1 13.5 13.9

　続いて、界面活性剤の濃度による影響を検討し、その結果を表 4に示す。Tritonの濃度依存的
に CO濃度が上昇することが明らかとなった。また、低濃度の場合には、その後の振盪時に泡立
ちが顕著であった。これらの結果から本研究では Triton X-100の濃度として、1％を選択した。

表 4．Triton の濃度がCO濃度に及ぼす影響（単位：ppm）        

Triton濃度 1回目 2回目 平均± SD

1％ 12.0 13.0 12.5± 0.71

0.10％ 11.2 11.5 11.35± 0.21

0.01％ 10.8 10.2 10.5± 0.42

　2-3-2　試料の pHの影響
　既報特許資料により、フェリシアン化カリウムとヘモグロビン一酸化炭素（Hb-CO）の反応は
pHの影響を受け、弱アルカリ領域で最も効率がよくなることが報告されている 8）。　そこでフ
タル酸を加え pHを 4.01にした緩衝液と、リン酸二水素ナトリウムを加え pHを 8.9にした緩衝
液を用いてその比較を行った。この緩衝液には 1％の Triton X-100を混合させていることは同様
である。

表 5．緩衝液の pHの違いがCO濃度に及ぼす影響（単位：ppm）

試料番号 pH=4.01の緩衝液 pH=8.9の緩衝液
1 6.5 11.3

  2 7.9 11.6

3 9.5 12.0

平均（± SD） 7.96（± 1.50） 11.63（± 0.35）

　2-3-4 実験方法に関するまとめ
　以上の結果から、本研究では HS-GC法において以下の手順で実試料の分析を行うこととした。
1） pH=8.9のリン酸塩緩衝液を調製し、これにより Triton X-100を 100倍に希釈する。
2） 採血した血液から 50μLを試料として分取し、2mLのセプタム付きガラス容器へ移し、蓋を
する。

3） 血液試料に Triton X-100を含む緩衝液 1mLとフェリシアン化カリウム飽和溶液を 0.5mL、シ
リンジを用いてセプタム越しに加え、ボルテックスミキサーによって 10秒間撹拌する。

4） ガラス容器ごと超音波洗浄機に入れ、20分間撹拌処理する。
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5） ガスタイトシリンジを用いて、セプタム越しにヘッドスペースガスを 1mL採取し、TRIlyzer

により CO濃度を測定する。

2-4 HS-GC 法と CO-oximeter 法の比較
　2-4-1 実験方法
　健康な男子大学生を 4名被験者（喫煙者 2名＋非喫煙者 2名）として、安静時、運動中および
運動後において、正肘静脈より採血し、HS-GC法および CO-oximeter（Rapidpoint 500, Siemens）
法を用いて血中 CO濃度および一酸化炭素ヘモグロビン飽和度（％）を求めた。この CO-

oximeterは、分光光度測定法を採用している。運動に関しては、自転車エルゴメータを用い、
ランプ負荷法により 10分間の運動を行ったが、運動終了時には毎分心拍数がおよそ 170拍 /分
になるように負荷の勾配を調整した。採血の間隔は、ランプ負荷開始から 2分間隔で行い、運動
終了後も同様であった。HS-GC法による試料の前処理、分析に関しては前述の通りとした。ま
た CO-oximeterの取り扱いに関しては、操作マニュアル（Operator guide, Siemens ）に従って実
施した。

　2-4-2実験結果
　実験結果を図 4に示す。全体として、HS-GC法による CO濃度（ppm）と、CO-oximetryによ
る COHb（％）の間には有意の相関関係（r= 0.954）が認められた。しかしながら、個々の被験
者については、HS-GCによる CO濃度（ppm）は、運動中、運動後やや増大するか、あるいは
あまり変化しない。一方、CO-oximeterによる CO飽和度（％）は、運動後半、あるいは運動後
に低下する傾向が認められた。そのため、4名中 3名の被験者では、両者の間に負の相関関係が
認められた。

図 4．HS-GC法とCO-oximetry による血中CO測定結果の比較
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3．考察

　これまで、HS-GC法を用いた血中 CO測定に関し、詳細な報告は行われていない 9, 10）。本研究
では、主に界面活性剤（Triton X-100）利用による影響、さらには緩衝液の水素イオン濃度の影
響を検討した。その結果、界面活性剤の利用により、血中 CO濃度値の大幅な増大が認められた。
一方、振盪による効果については、顕著な傾向は認められなかった。これより、界面活性剤の利
用は、ヘモグロビンと COの解離を促進する上で不可欠な処理であると考えられるが、その最適
な濃度条件に関しては、本研究では特定できなかった。すなわち CO濃度は Triton X-100の混合
割合に比例して増大した。1％以上の混合比がどのような効果を有するかは、今後の課題である。
さらには、緩衝液の水素イオン濃度が、CO測定に及ぼす影響を検討し、酸性溶液（pH= 4.01）
に比べ、アルカリ性溶液（pH=8.9）では CO濃度が高いことが明らかになった。しかしながら、
これについても 2種類の水素イオン濃度条件下での実験であり、広い水素イオン濃度下での検討
が必要であろう。
　HS-GC法と CO-oximetryによる CO濃度測定結果では、全体としては有意の相関関係が認め
られた。しかしながら、被験者個々のデータについては、必ずしも正の相関関係ではなかった。
このような一見矛盾するような結果の原因については現時点では不明であり、各分析機器の測定
精度も含め、今後さらに詳細な検討が必要と考えられる。
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