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1 緒 言

　過 塩素酸塩 に よ る水質汚染が 米国で 1997年 に発見され

て 以 来，環 境 や 食品 中 の 過 塩 素酸塩 につ い て の 関 心が 高ま

っ て い る
噛 ．過 塩 素酸塩 は

，
ミ サ イ ル や ロ ケ ッ ト燃料 に

お け る酸 化剤 と して，身近 な と こ ろで は 自動車の エ アバ ッ

グ，発 煙 筒，花火 な ど に用 い られ て い る．ま た，落 雷 に よ

る放電など に よ り塩素 を含 むエ ア ロ ゾ ル か ら自然 に生 成 さ

れ ，湿性沈着物 と して 地上 に 降下 し て い る
／
’，）4）．こ れ らの

過 塩素酸塩 は
， 大気環境中に 拡散 し，水へ の 溶解度が 大 き

い ，解離 に よ っ て 生 じる過塩素酸イオ ン （CIO，

一
） は環境

水中や 地下 水中で 安定で ある た め ，飲料水
51
や 食物

f，）−s｝
に

取 り込 ま れ ，
ヒ トの 体内に 摂取 さ れ て い る ．ヒ ト体内で 過

塩素酸塩 は ， 甲状腺 ホ ル モ ン を合成する ため の ヨ ウ 素の 摂

取 を妨 げ，甲状腺 ホ ル モ ン の 生産を阻 害する と言われ て い

る
匸〕〕一

　環境水 や 地下水中の CIO ，

一
の 定量 は，イ オ ン クロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

（IC ） に よ る 場 合
1°）’12）

が 多 い ．マ トリ ッ ク ス 成

分を多 く含 む 生 体組織 や 生 体液 の 測定 に は，IC 又 は 液体

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと質量 分析法 を組み 合わ せ た 分析方法

（IG ／LG −ESI −MS ，1〔：／L （：−ESI −MSIMS ） が 広 く用 い られ て い

る
1 …ll14 ｝．一

方，キ ャ ピ ラ リ
ー

電気 泳動法 （GE ） に よ る

C】04
一
の 定量 に つ い て は，希薄水溶液中の 分離法 や 検 出 限

界 を検討 し た 報 告
1〕

は 多 く見 ら れ る が ，生 体試料 中 の

GIO ．，
’
の 試料前処琿法

1う｝
につ い て は ほ と ん ど報告 され て い

ない ．本報で は ラ ッ トに過塩素酸塩を投与 して 得 た血 液
・

尿 ・甲状 腺 な どの 生 体試料 を用 い て 試料調製法及 び定量 法

を検討 した．

2　実 験

　2・1 試　薬

　陰 イオ ン混合標準液 は和光純薬製 の イ オ ン ク ロ マ トグ ラ

フ用陰 イ オ ン 混合標準溶液 1 と CIO ，

一
標 準液 を混 合

・・希釈

して 用 い た．CIOd
一
標準液 の 調製 に は 同社製特級 の 過 塩素
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酸 ア ン モ ニ ウ ム を用 い た．エ タ ノ
ール （99．5％ ） は同 社製

精密分析 用，過 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム （98％ ） は SIGMA −

ALDRIGH 製を 用い た．そ の 他 の 試薬 は利 光 純薬 製 特級 を

用 い た．水 は MMi −Q 純水 製 造 装 置 で 精 製 し た水を 用 い

た．

　キ ャ ピ ラ リ
ー

電気 泳動 に 用 い る 泳動液 は Agilent 製

Inorganic　Anion 　Buffer と リ ン 酸 塩 泳動液 の 2 種 を 丿・11い

た．Agilent製 泳動液 は 調 製済 み の もの で あり，8．5　mM

NaOH −0，35　mM ピ ロ メ リ ッ ト酸
一
〇．42　mM 　1・リエ タ ノ

ー

ル ア ミ ン
ー0．12mM ヘ キ サ メ トニ ウ ム ハ イ ドロ オ キ シ ド混

合溶液 （pH　7，7） で ある．リ ン 酸塩 泳動 液 は 実験 室で 調 製

した もの で あ り，20　 mM リ ン 酸緩 衝液 （pH 　7．0）−2．24

mM ピ ロ メ リ ッ ト酸 一
〇．25111M テ トラ デ シ ル トリ メ チ ル ァ

ン モ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド （TrAB ） 混 合溶液
廟

と した．

　2・2　試料採取 と試料調製

　2・2・1　試料採取 　　分析法 の 正確 さや 分離 を検討す る

た め．過 塩素酸塩を投与 し ない 動物から採取した空試験試

料 に Clo4
一
標準液を添加 した 標準添加試料 を用い た．ま た

過 塩 素酸 ナ ト リ ウ ム の 水溶液をオ ス の ラ ッ ト静脈 に 注入

し，24 時間 後 に血 清，甲状腺及び 尿 を採取 し た．投与濃

度 は NaClO4 　L2 ， 12， 及 び 1．2 × ユoR　mg ／kg と し た，

　2・2・2　血 清 及 び尿 の 試料調製　　ioO〜300μL （C｝O ．i
一

濃度 に 応 じて ）を 1，5mL マ イク ロ チ ュ
ーブ に 採取 し氷冷

した エ タ ノ
ール （試 料 の 4 倍 量）を 添加混合 し た ．こ れ

を 20000　g，t30　min ， 4℃ で 遠 心 分 離す る．上 澄み を回収

し た後，沈殿 に 更 に 同量 の エ タ ノ
ール を 添加 し，超音波 ホ

モ ジナ イザ
ー

で か くは ん し，上 記 の 条件で 遠 心 分 離 した．

こ の 上澄 み を合 わせ 真空 乾燥器又 は ア ル ミブ ロ ッ ク恒温槽

で 37 ℃ に 加熱 し，エ タ ノ
ー

ル を 蒸発 乾固 させ た，こ れ に

酢酸銀溶液 （0，049M ）を血 清 200　pL の と き 0．45　mL を

加 え塩化銀 を沈殿 させ た．更 に 酢酸銀溶液 を O．05・mL 追

加 して も新 た な沈殿 が 生 じ な い こ と を 確認 し，60℃ で 約

20 分 温 浸 した，放冷後 卜記の 条件 で 遠心分離 し，ヒ澄み

を孔 径 0，45 μm の シ リ ン ジ フ ィ ル タ
ー

（versapor ，　acrodisc ，

Pall　Gelmann 製 ） で 炉 過 し分 析 試料 と した ．

　2・2・3　甲状腺 の 試料 調 製 　　ラ ッ ト甲状腺 を L5　mL

マ イ ク ロ チ ュ
ーブ に 採 り水 0．％ mL を加え，マ イク ロ グ

N 工工
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Fig，　l　ElectK｝pherogram 　of 　stalldard 　arllons

Gonditions，　 capi 旦lary： 60　cIll　x　75 　pm 　i．d．，11n（x ）ated

fused　 silica ； carrier 　 clcctrolyte ； Agilent 　inorganic

anion 　buffeら pII7・7 ；i丐ection ： pressure　O，5　ps正（3447
Pa）for　5　s ；apPlied 　poteIltial：　

− 25　kV ； detection：

indirect　UV 　at 　200　nm ；Tcmp ，　of 　capillary ； 30℃ ；

solutc ： 1 ＝bromide （10pm ）；2 ＝
ch 】oride （2ppm ）；

3 ＝　sulphate 　（10pprn ）； 4 ＝
　nitrite 　（10ppm ）； 5 磊

nitrate （10ppm ）；6 颪perchlorate（5　ppm ）．

つ い て ， 陰 イオ ン混合標準液 を試料 と して 検討 した．而 泳

動液 と も電気浸透 流 逆 転剤 と間接吸光試薬を含 み，電 気浸

透流の 方向を逆転 させ 陽極側 で 陰 イオ ン を間接 的 に吸 光検

出す る もの で ある，CIO ．［
一
は両泳動液に お い て 他 の 成 分 と

分離可能 で あ っ た が ，Agilent製 は 20　mM リ ン 酸 塩 よ りも

検出限界が 低 く，
ベ ース ライ ン 及 び泳動時間の 変動 が小 さ

い の で，Agilent製を用 い た．　 Fig．1 に Agilent製泳動液 を

用 い た 陰 イ オ ン 混 合 標 準 液 の 分 離 状 態 を示 した．

　 3・2　泳動条件 の検討

　印加電 圧 を 一20kV か ら一25　kV ま で 変 化 させ て ，陰 イ

オ ン 混 合 標準液 を試料 と して 分離 を検討 した．印加電圧 を

負側 に 変化 させ て い くと泳動速度が 速 くな るた め 移 動 時 間

は短 くな り，ピー
ク 面積 は 小 さ くな っ た，い ずれ の 印加電

圧 で もピー
ク の 分離は 良好で あっ た の で，泳動時間が 比 較

的短 い
一25kV を選 択 した．

　キ ャ ピ ラ リーの 全 長 60cm と 80　Cln の 場合 に つ い て 同

様 に 比較 し，泳動時 間 が 短 くピーク 面 積 が 大 きい 60cm

を選択 した ．

　検出波長 は
， ClO4

−
5 μg／mL を含 む 血 清試料 に つ い て，

4 波長 200，214，254 ，280nm で ピー
ク 面積を比較 し，

最 も大 きな値 を示 した 200　nm を選択 し た ．

ラ イ ン ダー
及 び超音波 ホ モ ジ ナ イザ

ー
で 組織を破砕した

後，2・2・2 の 遠 心 分離の 条件で 遠心分離 し，一ヒ澄 み を回 収

した．沈殿 に つ い て 以 上 の 操作 を繰 り返 し， 回 収 した 上 澄

み 液 を合 わ せ て 0．50mL と した．こ れ を上 記 の フ ィ ル タ

ー
で 炉過 し分析試料 と し た ．

　2・3　分析機器と分析条件

　キ ャ ピ ラ リ
ー

電気泳動 は Beckman 　P／AGE 　MDQ に よ り

行 っ た．泳動条件 は 以 下 の 通 りで あ る．

　キ ャ ピ ラ リー
： 溶融 シ リ カ素管，内径 75　pm ，全長 60

Cm ，有効長 50　cm ；印加 電圧 ：
− 25　kV，検 出器側陽極 ；検

出 は 波 長 200nm で の 間接 検 出法 ； 泳 動 液 ： Agilent

Inorg跚 ic　Anion　Buf1せr，　 pH 　7．7；試料注入 ： 圧力注入及 び

電 気 的注 入 ；キ ャ ピ ラ リー
の 周囲温 度 30℃ ；分析時 間 は 6

分 聞 ；洗 浄 ： 分析終了後の キ ャ ピ ラ リ
ー

の 洗浄 は ， 水 で 1

分 間，0，I　M 　NaOH で 3 分間，水で 9 分問，次 の 試料注 人

前 に 泳 動液で 4 分間と した．

　検量線作成用標準液 は血清 ・尿及 び 甲状 腺の 空 試験試料

に ClO4
一
標準液を添加 し， 試料 と同時 に同 じ操作法で 調製

した．

3 結果 と考察

3 ・1 泳動液 の 検 討

泳動液 として Agilent製及 び 20　inM リ ン 酸塩泳動液 に

　3・3　試料調製法及び 回収率の 検討

　血 清 ・
尿試 料 は 冷エ タ ノ

ー
ル を加え沈殿 した タ ン パ ク質

を遠 心分離 し，回収 した．ヒ澄み の エ タ ノ ール を蒸発乾 固 さ

せ た の ち，水 を加え試料中の 成分を水 に溶解 させ た
11 ）．こ

の よ うに 調製 され た 試料中に は 塩化 物 イ オ ン が多量 に存在

し，CIO4
一
分離の 妨げに な る場合が 多 い ．そ こ で エ タ ノー

ル 蒸発後 に酢酸銀水溶液を加え，塩化銀 の 沈殿 を生 成 させ

こ れ を 遠心分離 した ．こ の 操 作 に よ っ て 塩 化物 イ オ ン の ピ

ー
ク 面積 を約 250 分 の 1 に 減少 させ る こ とが で きた．

　次に 塩化銀沈殿 分離の 操作に よ る GIO ，

一
の 共沈 な ど に よ

る 損失 を検討 した．空 試験血 清 （ラ ッ ト） に CIO4
一
標準液

を段 階 的 に添 加 した も の を 2 つ ずつ 調製 し，一
方 に塩化

銀沈殿分離を行い ，他 方 は行わ ず に ClO4
一
の ピーク 面積 を

比 較 した．い ずれ の 濃度に お い て もピー
ク面積 は ほ ぼ 同 じ

で あ り沈殿分離 に よ る ClO4
一
の 損失 は 認 め られ なか っ た．

　上 記 の 調 製 法 に よ り分析試料 1［Tの タ ン パ ク 質 や塩 化 物 イ

オ ン を減少させ る こ とがで きた の で ， 試料注入 に 電気的注

入法 を用 い る こ とが 可能に な っ た．濃度感度が不足する 場

合 は 試料注入 量 を増 や したが，試 料 注 入 量 が 多 くな る に 連

れ て 分離度が 低下 す る の で，CIOa
一
の ピー

ク 形状が正 常 に

保たれ る範囲 で 最大電 圧 一10kV ，注入時間 99 ，9 秒 と した．

検量 線の 直 線 性 は良 好 で あ り，濃度 と ピー
ク 面積 の 相 関係

数 r は 0．9998，亅flL清 ・
尿 の 検出限界は 0．01μg／mL で あ っ

た．
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Table　 1Recovery 　and 　precision　c〕f　CE 　determination　of 　pcrchlorate　spiked 　in　biological　samples

Fluids　aIid 　tissues
Conccntiation ！
　 　 　 　

−1

　 U9　mL

Found
“
／

　 　 −1yg
　mL

Recoiery，
　 ％

RSD ，
％

Rabit，　serum

Rat，　serum

Human ，　urine

Rat，　thyToid

105

．01
．05

．01
．O5

．ol
．05

．01
．0

9．3 ± 0．684
．9 ± o．49LO

± 〔｝」45

．1 ± 0．34
0．98 ± 0．042

4．8 ± O．28
0．99 ± OJ24

．9 ± 0．036
1．0 ± 0．042

gs98102102989699q

ゾ
09∩リ

　

ー

7．31
〔ll
・i6

．74
．25

．8120

．7S4
．2

a ）Mcall ± SD　at　ea ⊂h　concentration ，　tl ＝5

Table　 2Perchlor 乱te　conccntratjon 　in　seruln ，　llrine 　and 　thyroid 　glalld　in　intravcnou豆y　dosed　111乱le　rats

　 Dosefmg

（perchlorate／kg

body 　weigh ［）

Serum　perchloratef
　 　 　 　 −1
　 　 μ9mL

Urine　perchlora［e／
　 　 　 　

−1
　 　 μgmL

Thyroid　perchlorate

（t〔〕tal　amounl 　inμ9）

　 1．2
　 12
　　　り
L2 × 10一

0．14 ± 0，042
1．2 ± 0，266
．0 ± 0．72

3．9 ± 1．614
± 4．274
± 26

0．Ol7 ± 0．〔〕026
0．090 ± 0．02S
O．42 ± O、13

Samplcs　were 　coUected 　nt 　24　h　Ibll〔〕wing 〔hcl 〕erchlorate 　adlninis ぼ ati 〔｝11、　mean ± SD 　at 　each 　conccntration ，　n ＝5．

Oり
＝

6
Ω」
O協
n
く

O．OOI

o

一D．001

一〇．002

12

3

3 3．5 4　　　　 4．5

Migrationltime5

5．5

Fig．2　Electropherogram 　obtained 　for 乱 scrlun 　sam −

plc　of 　rat 　doscd 　intravenously “
，ith　perchlorate　at　coll −

centration 　of 　1．2　mg ／kg

Conditions　are 　same 　as　Fig．1except　fbr　electrokinetic
injectic）n 　for　99，9　s　 at

− 10kV ； solute ； 1 ＝chloride ；

2 ≡unkn ・Mrr・；3　＝＝　perchlorate，

　な お 甲 状 腺試料 は 血 清
・
尿 に比 べ て 共存成 分濃度が 低 い

の で タ ン パ ク質 や 塩 化 物 イオ ン の 分 離 は行わ ず，試料注入

は 圧 力注 入 に よ っ た．甲状腺 の 検出限界 は 0．25mg ／kg で

あ っ た．

　 ヒ記 の 試料調製法 に よ る 定量 の 正 確 さ を確認す る た め
，

標準 添加試料 を分析 し 回 収率 を求 め た．こ の 結 果 を

Tablc 　 1 に 示 し た．回 収 率 は 93〜ユ02％ で あ り，定 量 の

正 確 さが 確認 で き た．

　3・4 　過 塩 素 酸 塩 投 与 生 体 試 料 中 の CIO 、

一
の 定 量

　過 塩素酸 ナ トリ ウ ム 水溶 液 を オ ス の ラ ッ ト静脈 に 注入

し，24 時 間後 に 採取 した 血 清，甲状 腺及 び尿 を分析 した．

投 与 濃 度 L2　mg ／kg の ラ ッ ト血 清 試 料 の
一一一例 を Fig．2 に

示 した．こ の 場合吸光度変化量 は 0．00022 で 定量値 は 020

ppm で あ り，高感度 の 検出 が 可能 と な っ た ．分析値 を

Table　2 に 示 した，　 lill清，尿及び 甲状腺試料の い ずれ に お

い て も投与濃度を増加す る と上 記試料巾の ClO4
一
の 濃度は

高 くなっ て い る，

4 　結
ゴ

　血 清，尿，甲状 腺中 の 過 塩 素 酸塩 の 定 量 に紫 外 線 検 出 キ

ャ ピ ラ リー電気泳動 を用 い る方法 につ い て 報告 した．エ タ

ノール 沈殿 法 に よ る タ ン パ ク質の 除去 な ら び に酢酸銀 に よ

る塩 化 物 イ オ ン の 除去 に よ り，は じ め て 生 体試料中 の

CIO ， を キ ャ ピ ラ リ
ー

電気泳動法 で 定量す る こ とが で き

た．
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Determination of  Perchlorate in Biological Samples by
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 A  rapid  capillar},  clectrophoresis  method  was  developed to detect perchlorate in tissues  of

male  rats  after  the administration  of  perchlorate. Supernatants of  ethanol-precjpitated  rat  flu-
ids s･vere  evaporated  to dryness, and  silver  acetate  solut.ion  was  added.  Precipitated silver chlo-

ridcs  were  separated  by  centrifugation  and  supernatants  were  iajected into a  capillary  elec-

trophoresis  system  cuupled  with  UV  detection, The  separation  and  quantification of  perchlo-
rate  was  achieved  using  Agilent inorganic anion  buffer as  the  carrier  electrolyte,  electrokinetic

irijection and  indirect detection at  200 nm.  The  lower  detection limits for perchlorate in fluids

and  tissues of  rats  were  O.01 pg/ml  and  O.25 mg/kg,  respectix,ely.  Perchlorate in biological sam-

ples was  determined  for the  tirst time by  capillary  electrophoresis  already  described.

Kaywoids  : perchlorate ; capillary  electrophoresis;serurn;unne.


