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を用 い た尿中無機及び 有機 ヒ素化合物 の 定量
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　誘導結合 プ ラ ズ マ 質量分析法 （ICP −MS ｝と イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（IC）と の 結合 シ ス テ ム を用

い た無機及び有機ヒ素化合物の 定量法 に つ い て検討 を行 っ た．亜 ヒ 酸 IAs（III）｝及 び ヒ 酸 IAs（V ＞｝
の 2 種 の 無機 ヒ素化合物 とモ ノ メ チ ル ア ル ソ ン 酸 （MMAs ＞，ジ メ チ ル ア ル シ ン 酸 （DMAs ＞，ト リメ チ

ル ア ル シ ン オ キ シ ド （TMAsO ）及 び ア ル セ ノ ベ タ イ ン （AsBe ）の 4 種 の 有機 ヒ 素 化 合物 を 測定対象 と

し た．ヒ 素化合物の 分離 に は，イオ ン 排除 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー，サ イズ排除 ク ロ マ トグラ フ ィ

ー及 び陰

イ オ ン 交換 ク ロ マ トグラ フ ィ
ーを用 い た．カ ラ ム か らの 溶出液を直接 ICP −MS に 導入 し，質量数 ｛m ／z ）

75 で ヒ素化合物 の 検出 を行 っ た，陰イ オ ン 交換 ク ロ マ トグラ フ ィ
ーを 用 い る こ と で ，

．5 種 の ヒ 素化合

物 を 8 分以内 に
一

斉分 離 す る こ と が で き た，カ ラ ム に は 親 水 性 陰 イ オ ン 交 換 樹 脂 を 充 て ん した Excel −

pak　I（】S−A35 を，移動相に は 0．el　moH
− 1

の 酒石酸 を用 い た．本法 の 検 出下 限 は，ヒ 素元素 と し て

0．22〜O．44
μgAs　1

一
且

（4．4〜8．8　pgAs ）で あ っ た．又，再現性 （n ＝5）は，0．1　mgAs 　l
− 1

の 各 ヒ素化 合 物 に

対 し て 相対標準偏差 （RSD ）と し て 5％ 以下 で あ っ た．本法を用 い て DMAs を投与 した ラ ッ トの 尿中

ヒ 素化合物 の 定量 を行 っ た ．

1 緒 言

　 ヒ素 は ，自然環境中や 生体内 に 広 く分布 す る 元素 で あ

るが ，そ の 存在量 は 微量 で あ り無機態，有機 態 ， 揮 発 性

の ア ル シ ン ガ ス と様 々 な 化学形態 で存在す る．無機 ヒ 素

化合物 は 毒性が 高 く ， 特 に ， 三 価 の 無機 ヒ 素 は 経 口 毒性

で 15mg ／kg と 非常 に 毒性 が 高 い 化合物で あ る．又，ヒ

素 は ヒ トの 皮膚や肺に対 して 発が ん性 を有す る 物質で あ

る り．ヒ トを は じめ と す る ほ乳動物 で は，摂取 した 無機

ヒ 素化合物 を生体内 で メ チ ル 化 し
2）
〜

／1｝，モ ノ メ チ ル ア

ル ソ ン 酸 （MMAs ＞あ る い は ジ メ チ ル ア ル シ ン 酸

（DMAs ）に 代謝 す る
4）．メ チ ル 態の ヒ素化合物 は無機 ヒ

素化合物に比 べ 一般毒性 と して は低毒性 で あ る
5），しか

し，DMAs は 培養細胞 で 四 倍体形成作用 が 認 め ら れ，
ラ ッ トの 発 が ん と の 関係 に 興味が もた れ て い る

G）．又 ，

ほ 乳 動 物 に お け る ト リ メ チ ル ア ル シ ン オ キ シ ド

（TMAsO ）の 生 成 も確 認 さ れ て い る η
一8〕．一

方，エ ビ

や カ ニ な ど に 多 く含 ま れ る ア ル セ ノ ベ タ イ ン （AsBe ）は

＊

横 河 ア ナ リテ ィ カ ル シ ス テ ム ズ （株 1技術部 ： 180 東

　 京都武蔵野 市中町 2−ll−19
＊＊

　大 阪市立 大 学医 学 部 環 境 衛 生 学 教 室 ： 545　大 阪 府 大

　 阪市阿倍野区旭 町 1−4−54

無 毒 で あ り，食品 よ り 摂取 し て も代謝 さ れ る こ と な くそ

の形態の まま排出され るが，ほ 乳動物 の 生体内 で の 生成

は 確認 さ れ て い な い
9 ）．

　 こ の よ うに ヒ 素化合物 は 形態 に よ り毒性 や 代謝 が 大 き

く異 な る た め，各形態 に お け る 毒性 を評価 す る に は 化学

形態別の 測定 が 必要 で あ る．又 ，暴露状況 を評価 す る た

め に も，尿中 ヒ 素化合物 の 分離定量 が 必 要 で あ る．

　 ヒ 素化合物 の 形態別 分離定 量 法 と して は還 元気化
一
原

子 吸 光法
10）11）が あ る が，感度 が 低 い ，毒性 の 高 い ア ル

シ ン と し て ガ ス 化 さ せ る ，共存有機化合物 に よ り還 元 気

化率 が不安定 と な る，微少量試料 の 測定 が で き な い
， な

どの 問題点 が指摘 され て い る．

　
一

方，誘導結合プ ラ ズ マ 質量分析装 置 （ICP −MS ＞

は，高感度 で 元素選択性 の 高 い 分析装置 で あ る た め ，

HPLC や GC な ど の ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと の 結合 に 関

す る 報告 が 多い
12）．ICP −MS と ク ロ マ トグラ フ ィ

ーと

の 結合 シ ス テ ム は
，

ヒ 素化合物 の 定 量 に も有効 で あ り ，

無機態 ，
メ チ ル 態等 の 化学形 態 別測定 に 応用 さ れ て い

る
13）
−

19〕．

　 ICP −MS と HPLC と の 結 合 シ ス テ ム を用 い て ヒ 素化

合物 の 定量 を行 う場合幾つ か の 重要 な 問題 が あ る．一つ

目の 問題 は ヒ 素化合物の 形態別分離 に 関 し て で あ る．ヒ
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素化 合物の 分 離 に は イ オ ン 対逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ーt4）

’−16）や イ オ ン 交 換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーt6）

’−19｝が用

い ら れ て い る．Shibata ら
le广 15）eS イオ ン 対 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーを 用 い て 海草中の ヒ素化合物 の 定量を試 み て い

る が，ヒ 素化合物 は イ オ ン 性 が低 く疎水性 の 差 も乏 し い

た め，イ オ ン 対 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 多数 の ヒ 素化合物

を 分析 す る こ と ば困難 で あ る ．イオ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

で は ヒ酸 IAs（V ）1，　 MMAs 及 び DMAs の 分 離

は 可 能 で あ る が，As 〔III）や 非 イ オ ン 性 の TMAsO を

．．1’分 に 保持 さ せ 分 離す る こ と は 非常 に 難 しい ．又 ，
ヒ 素

化合物 の 分離 が 可能 で あ っ て も移動相 が 【GP −MS に 適

合 しな い 場合 は
，
Iqp トーチ や サ ン プリ ン グ コ ーン の

詰 ま り ， 感度 の 低下 ，
バ ッ ク グラ ウ ン ドシ グナ ル や ノ イ

ズ の 増加等 の 問題 を引 き起 こ す．もう
一

つ の 問題 は 試料

中に 共 存す る 塩 素に よ る 干渉 で あ る．試料中に 多量 の 塩

素が 存在す る 場 合， 塩素と プラ ズ マ ガ ス で あ る ア ル ゴ ン

（Ar）に 起因す る 分
．
予 イオ ン （

40Ar3ScO
が 質量数 くmk ）

75 に お け る ヒ 素 の 測定を妨害 す る
t71− 19）．こ の 間題 の

解消策 と し て
， 試料 を 高度 に 希釈 を し た 後測定 を 行

う
tg ）

， キ ャ リヤ
ーガ ス に 窒素 ガ ス を添加 す る

20）
， とい

う
．
方法が 用 い ら れ る が，分子 イオ ン に よ る 干渉 を完全 に

解 消 す る こ と は 困 難 で あ る．

　そ こ で ，ICP −MS を元素選択 的検出器 と して 用 い た

イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（IC ）に よ る 無機及 び 有機 ヒ

素 化 合 物 の 化 学 形 態 別 分 離 定 量 法 に つ い て 検 討 を 行 っ

た．種 々 の 分 離 モ ードを用 い て ヒ 素化合物 の 分 離 を検討

し た 結果，親水性陰イオ ン交換樹脂を用 い る こ とで 無機

及 び有機 ヒ 素化合物の
一

斉分析 が 可能 と な っ た ．又，本

法を DMAs を投与 し た ラ ッ トの 尿中 ヒ 素化合物 の 測定

に 応用 し た の で そ の 結果 に つ い て も併 せ て 報告 す る．

2 実

Table　 l　 Acid　 dissociation　 constants 　 of 　arsenic

　　　　 c ・ mp ・ unds

Arsenic 　compound pl（a
］　　pl（a2 　　pKas

Na3AsO3 （NaAsO2 ）［AsllI｝　　　 9，23
Na2HAsO4 ［Asv］　　　　　　　　2．20
CH3AsO （OH ）2 ［MMAs ］　　　 4．1

（CHa．）AsO （OH ）［DMAs ］　　 6．2
（CHs ）sAsO ［TMAsO ］　　　　 一

（CHa ）sAsCH ？
CooH ［AsBe］　　 ？

i2」3　　13．40
6，97　　11．53
8．7

験

　2・豆 試 　薬

　本検討 に 使用 し た ヒ 素化合物とそ の 酸解離指数 （pKa ）

を Table　l に 示 す．亜 ヒ 酸 iAs（III）｝及 び ヒ 酸 1As
（V ）｝の ナ トリ ウ ム 塩 は 和光純薬工 業製の 試薬特級 ナ ト

リ ウム 塩 を 用 い た ，又，MMAs 及 び AsBe は トリケ ミ

カ ル 研 究所 製 ，DMAs は Sigma 　C．hemical 製，トリ メ チ

ル ア ル シ ン （TMAs ）は Strem　Chemicals 製 を用 い た．

トリ メ チ ル ア ル シ ン オ キ シ ド 〔TMAsO ）は，　 TMAs を

［0％ の 過酸化水素 で 酸 化 し 調製 し た．100mgAs 「
1

の

標準原液 は
， 各 ヒ 素化合物 を 日本 ミ リポ ア 製 の Milli−

Q／SP シス テ ム で 精製 さ れ た 純水 で 溶解 し調製後，冷蔵

庫 中 で 保 管 した，測 定 試 料溶 液 は使用 前 に純水 で 標準原

液 を 希釈 し調 製 し た ．

　移動相 と して 用 い た硝酸及 び酒石酸 は
， 和光純薬工業

製の 試薬特級 を用 い た．イオ ン対試薬 に は ，東京化成工

業製 の テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ヒ ドロ オ キ シ ド

（TEA ）を 用 い た ．移 動 相 の pH は，和 光 純 薬工 業製の

30％ 水酸化 ア ン モ ニ ウ ム を用 い て 調整 した．

　 2 ・2 　イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （IC）

　 イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ に は ，横河 ア ナリテ ィ カ ル シ ス

テ ム ズ製の Model 　IC　7000S を 用 い た．ヒ 素化合物の 分

離 に は，イ オ ン 排 除 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（且EG ），サ イ

ズ排除 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー（SEC ）及 び イオ ン 交 換 ク ロ

マ トグラ フ ィ
ー（IEx）の 3 種の 分離モ

ードを用 い た．

使 用 した カ ラ ム は，す べ て 横河 ア ナ リテ ィ カ ル シ ス テ ム

ズ 製 の 充 て ん カ ラ ム で あ る．IEC カ ラ ム に は ス ル ホ ン

酸型 ポ リス チ レ ン ゲ ル 系陽イオ ン．交換樹脂 （イオ ン 交換

容量 ： 3，5mequiv ．　g
− tdry

，　 H ＋
型 ）を 充 て ん し た Ex −

celpak 　CHA −Ell （300　mm × 7．8　mmi ．d．）を，　 SEC カ ラ

ム に は ア ク リ レ
ート系 の 親水性ボ ー

ラ ス ポ リマ
ー

を充て

ん した Excelpak　SEC −W12 （300　mm × 7．8　mm 　i．d．）を 用

い た．IEx カ ラ ム に は 親 水 性 陰 イ オ ン 交換樹 脂 （イオ ン

交換容量 ；   ．15mequiv ．　g
−

1dry
）を 充て ん した Excetpak

ICS・A35 （150　mm × 4、6　mm 　i．d．）を用 い た，

　2・3 誘導結合プラ ズ マ 質量分析装置 （ICP −MS ）

　 ICP −MS に は，横河 ア ナ リテ ィ カ ル シ ス テ ム ズ製 の

PMS 　200 及 び PMS 　200  を用 い た．　 ICP −MS の 操作条

件 は Table 　2 に 示 し た．　 ICP −MS の チ ュ
ーニ ン グ は

0，01mgl
．−1

の イ ッ トリウ ム 溶液 を用 い 質鑾数 （m ／z ＞89

に お け る シ グ ナル が 最大 と な る ように 謂整 した，

　IG と ICP −MS の 接続 は，カ ラ ム の 出 口 と 亘CP −MS

の ネ ブ ラ イザ
ーと を 外径 1／16in．， 内径 0．3　mm ，長 さ

800mm の フ ッ 素樹脂 製 チ ュ
ーブで 接 続 した．ヒ 素 の 検

出 は m ／ζ
＝75 で 行 っ た ．

N 工工
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Table　2　1CP ／MS 　operational 　conditions

Instrument
Radio　frequency

　f・ rward 　P・ wer

　 reflected 　pewer
P亘asma 　gas　flow
Auxiliary　gas　fiow

Carrier　gas　flow

Samp［ing　depth
Monitoring　mass

Dwell　time
Times 　of 　scan

Model　PMS200 ，　PMS2000

1．3kW

＜ 5WAr

　181miI1
−−l

Ar 　l、Olmin
− 1

Ar 　O．881minrm 　
1

5mm 　from 　load　 coil
m ／Z・＝75005sltime

5000

2500

00005

0052

∩
り

0005

招

彗
8

＼

冩

島旧
の

の

芝

己
QH

2500

の

く

3 結果と考察

　3 ・1　無機 ヒ素化合物 の分離

　ま ず，3 種 の 分離 モ
ードの カ ラ ム を用 い て ヒ 素化合物

の 基本的 な 分離挙動 に つ い て 調 べ た，試料 に は，As

（III）及 び As （V ）の 無機 ヒ 素化合物 を用 い た．移動相

に は，2× 10
− s

　mol 「
1

の 硝酸 を 用 い ，　 LO　ml 　min
− 1

の

流量 で 送液 した．結果 を Fig．1 に 示 す．

　各 カ ラ ム と も As（III）と As（V ＞を良好 に分 離す る こ

と が可能 で あ っ た が，カ ラ ム に よ り 溶出順及 び分離度 が

大 き く異 な っ た ．こ こ で 用 い た 条件下 で は
，
As （III）及

び As（V ）は 各 々 の pK 、 よ り，そ れ ぞ れ 非 イオ ン 及び
一

価 の 陰 イ オ ン と 見 な せ る．CHA −Ell で は イオ ン 排除

モ
ードで 分 離 さ れ る た め，非 イオ ン で あ る As（III）は

．
充て ん 剤の 細孔 に ほ ぼ完全 に 浸透 可能 で あ るが，イオ ン

性 を明確 に 持 つ As（V ）は 細孔内 に
．．
卜分 に 浸透 す る こ と

は で き ず に As （IH ）よ り早 く 溶出 す る．又，　 SEC −Wl2

で は ， サ イズ 排除 と イオ ン 排除の 混合モ
ードで 分離 さ れ

る た め，CHA −El1 と同 じ溶 出順 と な る．し か し，

CHA −E11 に 比 ベ イオ ン 排除モ
ー

ドが 弱 い た め，両者の

分 離 は 不
．．
卜分 で あ る ．一方，［CS −A35 で は ，イ オ ン 性

の 明確な As （V ）は カ ラ ム に保持され，非イオ ン で あ る

As（III）は ほ とん ど保持 さ れ る こ と な く溶媒 ピー
ク の 近

傍 に 溶 出 す る．そ の た め，CHA −Ell 及 び SEC −Wl2 と

溶出順 が逆転す る．

　本検討 の 結
．
果 か ら は CHA −Ell が 最 も良 い 分離 を示

し，水 試 料中の 無 機 ヒ 素化合物 の 形態 別測定 に 有効 で あ

る こ と が分 っ た．しか し
， 充 て ん 剤が ポ リス チ レ ン 系の

陽イオ ン 交換樹脂 で あ る た め ，マ トリッ ク ス の 多 い 生体

試料の 測 定 を行 う場 合 に は次 の よ う な 問題 が 起 こ る お そ

れ が あ る ．ナ トリウ ム
，

カ ル シ ウ ム 等の 金属 イオ ン が ス

ル ホ ン基 に イオ ン交換吸着 し イオ ン 排除モ
ー

ドが 機能 し

00
　 5　 　 　 　 　 　 10

Retentien　time ！min

15

Fig．　 l　Ghromatograms　 of 　inorganic　 arsenic 　 com −

poundsMobile
　phase 　is　2× 豆『

3mol
　l
− I

　nitric 　acid ．　 Flow
rate 　 is　LO　ml 　min

．’．
　
l
　 and 　 column 　temperature 　 is

40℃ ． Instrument　is　PMS200 ．　 Sample　is　2　mg 「
1

0f 　Asm 　 and 　l．5　mg 　l
− l

　 of 　Asv ．　1【ljection　volume ；

10　pl； Column ： a ） GHA −Ell，　 b） SEC −W12 ，　 c ）

lCS −A35

な くな る ， 有機物 が 充 て ん剤 の 疎水性 サ イ トに 吸着 し カ

ラ ム 性能 が 低下 す る ， 疎水性 の 差 が 小 さ く非 イ オ ン 性 の

有機 ヒ素化合物 の 相互分離 に は 適 さな い ，な ど が 挙げ ら

れ る．

　生体試料な ど の マ トリ ッ ク ス を 多 く含む試料の 測 定 に

は SEC −Wl2 あ る い は ICS −A35 を 用 い る こ と が 好 ま し

い と思 わ れ る ．し か し，ICS−A35 で は As （III）は 溶媒

ピーク の 位
’
置 に 溶出 す る た め，ICP −MS の よ う な 選択

的検出器 を用 い る場合 で も共存成分 や試料溶媒 に よ る干

渉 が 起 き る お そ れ が あ る．しか し，As （IH ）の p瓦 d は

9．23 で あ る た め ， 移動相の pH を IO ま で 上 げ る こ と で

イオ ン 交換的 に 保持 させ る こ と が 可能 で あ る．0．Ol　mo ［

1
− 1

の 炭酸 ア ン モ ニ ウ ム を ア ン モ ニ ア 水 で pH ］O に 調

整 し た も の を移 動 相 と し た と こ ろ，As （III）を 溶 媒 ピー

ク か ら分離す る こ とが 可能 で あ っ た．又，移動相濃度 を

下 げ相対的 な 保持 を増 す ご と も可能で あ る ．

　以 上 の 結果 ，無 機 ヒ 素化 合 物 の 形 態 別 分 離 に 関 して は

い ずれ の モ
ー

ドで も可能 で あ っ た が
， 実試料の 測定を行

う場合 に は試料中の マ トリ ッ ク ス に よ り最適の モ
ードを

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

206 BUNSEKI 　KAGAKU Vol．44 （1995）

選択する 必要 が あ る こ とが分 か っ た．又 ， 硝酸を移動相

と して 用 い る こ と で ，IGP −MS に お け る 感度 の 低下 や

ネブ ラ イザー及 びサ ン プ リ ン グコ
ー

ン の 詰ま り を起 こ す

こ と な く 長時間安定 して 測定す る こ と が 可能 で あ っ た．

　3 ・2　ヒ素化合物の化学形態別
一

斉分離

　SEC ：−W12 及 び ICS −A35 を用 い て ヒ 素化合物 6 成分

の 分離を検討 し た．

　ま ず，SE （〕−Wl2 を用 い て 移動相濃度及 び pH と溶出

時 間 と の 関 係 を調 べ た。SEC ・W12 で は 主 に SEC モ
ー

ドで 分離 す る た め ， 分 子 サ イズ 差の 小さ い 化合物の 相互

分離 は 困難 で あ る．そ こ で，Shibata ら
15 ｝

の 報告 を参考

に ，移動相 に イ オ ン対 試 薬 を 添加 し て ヒ 素化合物 の 分離

を検討 した．移動相 に は酒 石酸 を，イ オ ン 対試薬 に は

TEA を用 い て，移動相濃度，イオ ン 対試薬濃度，移動

相 pH ，測 定温 度 等 の 分 離条件 の 最 適化 を 行 っ た．移動

相 に 硝酸 を用 い た と き に 比 べ 大幅 に 分離 は 改善され た

が，TMAsO と DMAs と を 完全．に分 離 す る こ と は 困 難

で あ っ た。DMAs を 除 く 5 成 分 の ク ロ マ トグ ラ ム を

Fig．2 に 示 す ．本検討 は
，
　 DMAs 投与 ラ ッ トの 尿中 ヒ

素化合物 の 定量 法 の 開発 を 目的 と して い る た め，SEG −

Wl2 の 結果 は 満足 の い く もの で は な か っ た．そ こ で ，

ICS−A35 を用 い て 検討 を行 っ た．

　IEx モ
ードの 場合，移動相 の pH を 10 以上 に 上 げ る

こ と で As （III）をイオ ン 化 さ せ カ ラ ム に 保持 させ る こ

と が 可 能 で あ る ．しか し，As （V ）が 」．価 の イオ ン と な

り 溶出時間が 長 く な る と い う問題が あ る た め ，酸性 の 移

動相を使用す る こ と と し た．移動相 に は SEC −W12 の 場

合 と同 じ く酒
．
石 酸 を用 い

， 分 離条件 の 最適化 を行 っ た．

ヒ 酸 は イオ ン 性 が 明確 で ある た め カ ラ ム に 十分保持 され

た，他 の 5 成分 に つ い て は 保持 が 弱 く分離 が 不十分 で

あ っ た た め，カ ラ ム を 2 本に して 分 離 を改善し た。As

（v ）を 除 く 5 成分 の ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．3 に ホ す．

5 種の ヒ素化合物は 8 分以内に ほ ぼ完全 に 分離 した．こ

の 条件 で は As （V ）は 14．2 分 に 溶出 し た．こ れ ら 5 成

分 の う ち 陰イ オ ン 性化合物 は MMAs
，
　 DMAs 及 び As

（III）の 3 種 で あ り，こ れ ら の pK 、
は Tablc　1 に 示 し

た よ う に ，そ れ ぞ れ 4．L　 6．2 及 び 9．23 で あ る．こ れ ら

の 化 合物 が IEx モ
ー

ドで 分 離 さ れ て い る と す れ ば pK、

の 順 に 溶出す る は ず で あ る が，Fig．3 の 結果 で は As

（III＞の 保 持 が 最 も 大 き く な っ て い る．　 As （III｝の ピー

ク は 他 に 比 べ ブ ロ
ー

ドで あ る こ と も 考慮 す る と ，As

（111｝は IEx モ
ードで 分 離 さ れ て い な い もの と考 え ら れ

る．IGS −A35 は非 常に 親 水 性 の 高 い 陰 イ オ ン 交 換樹脂

を充て ん して お り，充 て ん剤表面 に 多数 の 水酸基を持 っ

丁

混．
O
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塁
8
鳶
鼻
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Fig・2　Chromatogram 　 of 丘ve 　 arsenic 　 compounds

on 　SEC −W12
Mobiie　phase　is　O．01　mo1 「

l
　TEA ／2× 10

−−3mol
「

l

tartaric 　 acid 　（pH 　 4 ．45｝ and 且 ow 　 rate 　 is　 O．8　ml

min
−．1．　 Column 　temperature 三s　40℃ ．　 Instrument

is　PMS20  ．　 Sample ： 1，Asv （2　mg 「
1

）；2，　MMAs
（0．5mg 「

1
＞；3，　AsBe （0．5　mg 「

L
）；4，　TMAsO （0．5

mgr
’

）；5，
　Asm （2mg 　1

− L

）．　 Injecti・ n　v・lume ： 10

pl

・。

ぢ
，

8＼
窟

島
冨

の

芝
−

山

⇔
H

20000
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00
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w 4　5N
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Fig．3　Chromatograrns　of 　five　arsenic 　compounds

on 　ICS −A35

Column 　is　two 　ICS −A35 　in　serics ．　 Mobile 　phase　is
O．01mol 　l

．．．．
　
l
　tartaric　acid （pH 　3．0）and 　flow　rate 　is

l．O　ml 　minM1 、　 Column 　 temperature 　 is　 50℃ ．
Instrument　 is　 PMS20  O．　 Sample； 1，　 TMAsO ； 2，
AsBe ；3

，
　DMAs ；4

，
　MMAs ；5 ，

　Aslll
，
　l　mg 　As 「

1

each ；Injection　volumc ： 20　pl

て い る ．As（III）の 保持 は こ の 水酸基 との 相互 作用，つ

ま り 水酸基 と As （IH ）と の 配位 の よ う な機構 に 基 づ く

もの と思われ る．

　 3 ・3　 測 定 精 度

　ICS−A35 を カ ラ ム と し て 用 い た 場合の 検 出下限，再

現性及 び干渉 に つ い て 調 べ た ．Fig，3 の 条件 で O．1mg

As　 r
．1

の 各化合物 を 用 い て 検出
’1
ド限 と再現性 （RSD ）
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を調 べ た．検出下限 は，O．45　PtgAs　1
− 1

（9pg ｝以下 で あ

り， 既報
12 ）

に 比 べ 高感度測定が 可能で あっ た，再現性

（n ＝5）に つ い て は 5％ 以下 で あ っ た．又 ， サ ン プリ ン

グコ ーン の 詰 ま りや 感度 の 低下 （減感 ）等 の 問題 は 生 じ

る こ と な く 長時間安定 し た 測定が 可能 で あ っ た ．

　ICP −MS で は完全 に 原子化 し て 測定す る た め検出感

度 は そ の 構造 に 依存せ ず，ヒ素と して の 濃度hi・一定 で あ

れ ば m ／ζ ＝75 に お け る 感 度 は
一

定 と な る．AsBe ，

TMAsO 及 び DMAs に 関 し て は，0．22− O．28 μgAs 「
1

と良好な検出下限が得ら れ た が，MMAs 及 び As（III）

の 検 出 下 限 は そ れ ぞ れ 0．44 及 び O．39　pgAs　1
− 1

と 若干高

い 値 を示 し た．MMAs に 関 し て は，高純度品 が 市 販 さ

れ て お らず，試薬 自身の 純度 が主な 原因 と 思 わ れ る．

As（III）に 関 して は，　 As （III）を単独 で 測定 し た 場合 に

ヒ 酸 iAs（V ）｝の ピー
ク が 検出 さ れ た た め ，溶 液 中 で ヒ

酸 に 酸化 し た もの と思わ れ る．

　前述 し た よ う に ICP −MS で ヒ 索
’
化合物 を測定 す る 場

合，プ ラ ズ マ ガ ス で あ る ア ル ゴ ン 伊Ar ＞と塩 素 （
35Cl

）

が結合した 分子 イオ ン （
40Ar35Cl ＋

）が生成 し， 毋 た ＝75

に お け る ヒ 素の 検出を妨害 す る
17）
一19）．1000mg 　1

− 1
の

塩 化 物 イ オ ン を 導 入 し，
4°Ar35Cl＋

に よ る 干渉 を 調 べ

た．m た＝35， 37及 び 75 で 検出 を行 っ た が，塩化物 イ

オ ン に 基づ く ピーク は検出 され な か っ た，

Table　3　 Concentration　of 　 arsenic 　compounds 　 in

　 　 　 　 urine 　 of 　rats 　 treated　 with 　DMAs 　in　 drink−

　　　　 ing　water 　mean ± S．D ．

A ，，enic 　 C ・一 ・… i・ n ・fA ・，（mq ．・A ・　1M
’

）
　

c°mp ° und
　 50　mg 「

tDMA
・ 　 100　mg 　1

一
且 DMA ・

AslllMMAsDMAsTMAsOAsBeL7 ±O．a．
LO ± 0．54
．5± 1．4

18．0±6，3
　 N ．D ．

3．2± 1．23
．2土 1．7

20．0±4．5
18．7± 8．7
　 N ．D ．

　3・4　尿中ヒ素化合物測定へ の 応用

　本法 を DMAs を 投与 し た ラ ッ トの 尿中の ヒ 素化合物

の 定量 に 利用 し た．尿 は，7 グル ープに 分 け飼育 し た雄

の ラ ッ トか ら採取 した．う ち 5 群に は 発 が ん 物質 で あ

る，N 一ニ トロ ソ ジ エ チ ル ア ミ ン，　 N 一メ チ ル ーN ’一ニ トロ

ソ ウ レ ア ，
1，2一ジ メ チ ル ヒ ドラ ジ ン，N 一ブチ ル ーN −（2一ヒ

ドロ キ シ ブ チ ル ）ニ トロ ソ ア ミ ン 及 び N ・ビ ス （2一ヒ ドロ

キ シ プロ ピ ル ）ニ トロ ソ ア ミ ン を 2 週間投与 し 飼育 し

た ．そ の 後，2 週聞発 が ん物質の 投与 をせ ずに 飼育 し た

後，DMAs を 0，50，100， 200 及 び 400mgrl の 濃

度で飲料水に 添加 し て 飼育 し た．発が ん物質 を前 投 与 し

た後 DMAs を投与し た ラ ッ トで は
， じん，ぼ うこ う，

肝 ，甲 状 せ ん で の 発 が ん の 増 強 が 明確 に 観 察 さ れ

た
201．

　上 記 実験 の 間 に 採取 され た ラ ッ トの 尿を本法 を用 い て

測定 し た．尿 は 特別 な 前 処 理 は 行 わ ず，凍 結保存 さ れ た

尿 を室 温 で 解凍後，純水で 20 倍に希釈 し 0．45　pm の フ

ィ ル ターで 泝過 した．試料導 入 量 は 50μ1と し た．上記

7 グル ープの ラ ッ トの う ち ， 前投与後 ，
DMAs を 50 及

び IOO　mg 　1
−

i
投与 して 10 週 間飼育 し た ラ ッ ト尿中の

ヒ 素化 合 物 の 定 量結 果 を Table　 3 に 示 す．尿 中 の

N ．D ．： not 　detected，

DMAs は，そ の 形 態 の ま ま 尿中 に 代謝 さ れ て い る こ と

が 分 か っ た ．TMAsO も 比 較 的高濃度 で 検 出 さ れ ，

DMAs が 更 に メ チ ル 化 され て 代謝 さ れ る こ と が 分 か っ

た ，AsBe は，ほ 乳動物 で は生成 され な い
9）と され て い

る が ，本検討 に お い て も検出 さ れ な か っ た ．ヒ 素化合物

の 脱メ チ ル 化 に つ い て は 報告さ れ て い な い が ， 本検討 で

は As （III）及び MMAs が検出 され た．こ の 結果 は ， 脱

メ チ ル 化の
’
可能性 を 示唆 して い るが ， 代謝 に よ る もの と

断定 す る こ と は で き な い ．脱 メ チ ル 化 の 確認 に は 更 に 詳

細 な 検討 が必 要 で あ る．

　本法は，高感度 な 分離分析法 で あ る と 同時に，分 離 に

よ っ て 共存成分 の 干渉 を解消で き る た め
， 多量 の 共存成

分 を 含 む 試料 中 の 微量 成 分 の 定 量 が 可能 で あ る．

Ic／1CP −MS シス テ ム は ，ヒ 素化合物 を は じめ とす る 生

体中及 び環境試料中 の 微 量 金 属化 合 物 の 形 態 別 定量 法 と

して 有効 な 方法 で あ る．

　　　　　　　　　　（罸黷擁 謝
回分析化学

）
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  Determination of  inorganic and  organic  arsenic  compounds  in urine  using  ion
chromatography  with  ICP-MS.  Yoshinori  INouE, Katsuhiko KAwABATA',  Hiromitsu

                          (*R&D  division, Yokogawa  Analytical Systems Inc.,TAKAHAsHI and  Giaji ENDo**
2-11-19, Nakacho, Musashino-shi, Tokyo 180; **Department

 of  Preventive Medicine
and  Environmental  Health, Osaka City University, Medical School, l-4-54, Asahi-machi,
Abeno-ku,  Osaka-shi, Osaka  545)

  Inorganic ancl  organic  arsenic  compounds,  i.e. arsenic  acid  (AsV), arsenous  acid  (Asiii),
monomethylarsonic  acid  (MMAs), dimethylarsinic acid  (DMAs), trimethylarsine  oxide

(TMAsO) and  arsenobetaine  (AsBe), were  analyzed  by a  combined  system  of  inductively
coupled  plasma  mass  spectrometry  with  ion chromatography  (ICIICP-MS). The  arse-

nic  compounds  were  separated  by ion exclusion  chromatography,  size  exclusion  chroma-

tography  and  anion  exchange  chromatography.  Subsequently eluates  were  directly intro-
duced into ICP-MS  and  detected at  mk  

==75.
 The  six  arsenic  compounds  were  com-

plete]y separated  by ion exchange  chromatography.  Separation parameters were  opti-

mized  for the arsenic  compounds  as  fbllows: column,  Excelpak ICS-A35 × 2 (150
mmX4.6mmi,d, × 2) packed with  hydrophilic polymer based anion  cxchange  resin;

mobile  phase, O.Ol mol  1-i tartaric  acid;  flow rate, l.O ml  min-i;  idjection volume,  20 yl.
The  detection limits for the arsenic  compounds  wer6  from  O.22 to O,44 ug 1-i (from 4.4 to
8.8pg) as  As  eiement.  The  reproducibility  (n=5) was  better than  5%  of  the  relative

standard  deviation (RSD) for the  arsenic  compounds.
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