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Abstract To assess whether differences in concentrations of trace elements b巳tweendiabetics and controls 

can be regarded as significant， V， Cr， Ni， Cu， As and Se in urinary and serum samples企omdiab巴ticsand 

healthy volunteers were d巴terminedby dynamic reaction cell (DRC™) inductively coupled plasma mass 

spectrometry. To obtain lower background of each elementョ DRC™ conditions such as ammonia used as 

reaction cell gas and 明日ctionparameter q (RPq) were optimized for the measurement. This method with 

optimum conditions was validated by the analysis of standard reference materials of urine and serum. The 

results were in good agreement with the certified values. Urine samples supplied from patients (n = 29) with 

diabetes and from healthy volunteers (n = 11) were analyzed by this method， and the r巴sultswere assessed by 

Students t-test at significance level of 0.05. As a result， no statistical significance was observed for urinary V， 

Ni， As and Se (P > 0.05). However， the concentrations ofurinary Cu and Cr in the diabetic group were higher 

than those in healthy group伊く 0.05).On the other hand the concentration of Cr in serum (n = 19) from 

patients with diabetes was lower than reference value of serum Cr in controls 

1 緒百

生体中には必須元素が存在し，生物の正常な生命活動

を維持している.高等動物にとって必須微量元素と考え

られている元素は， Fe， 1， Cu， Mn， Zn， Co， Mo， Se， 

Cr， Sn， V， F， Si， Ni， Asの 15元素である 1) これら

にSr，Pbを加えた 17元素であるとの報告もある 2) 血

清中には Cu，Fe， Znが 1mg mL-1程度含まれており，

著者のグループではフローインジェクション分析

(FIA)法により 3 血清中のこれらの金属濃度を定量す

る方法を提案しめ4) 疾患(肝硬変，癌等)との関連性

について検討した

1愛知工業大学応用化学科(豊田市)

2朝日大学歯学部附属村上記念病院(岐阜市)

糖尿病はブドウ糖との代謝異常が原因となって発症

する疾患で，血糖値の上昇や糖尿病腎症を引き起こす

糖尿病患者数は， 2000年には世界中で l億 7100万人で

あり， 2030年には3億 6600万人に達すると言われてい

る5) 近年Vがインスリン作用を示すことが注目され6) 

V錯体の抗糖尿病薬に関する報告もある 7) このような

作用に着目して V を含有するミネラノレウォーターが市

販されており，価数5}IJ分析が行われている 8)

著者らは糖尿病患者から採取した尿中のアルブミン

とグルコースのシーケンシヤノレインジェクション分析

法による同時定量を報告した 9) また，糖尿病と微量元

素に関する栄養学的研究も報告されている 10) 近年，

高感度な誘導結合プラズマ発光分析法 (ICP-AES)や誘

導結合プラズマ質量分析法 (ICP-MS)が開発され，多

元素分析が展開されているが，各種疾患と微量元素との
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関連を明らかにする研究はまだ少ない.Fo巾ら 11)はパ

ーキンソン病患者の毛髪に含まれる Ca，CU， Fe， Mg， 

Si， Zn濃度を ICP-AESにより，また Boccaら12)は尿，

血清，全血，脳脊髄液中のAl， Be， Cd， CO， Cr， Hg， 

Mn， Ni， Pb， V を ICP-MSにより測定し，健常者群と

の有意差検定を行っている.またオクタポールリアクシ

ョンセノレを搭載した ICP-MSによる 30元素の尿分析が

行われ，成人と子供の相違が議論されている 13) また

ダイナミックリアクションセノレ (DRC™) ・ICP刷MS によ

り血清中の 27Al， 59CO， 52Cr， 55Mn， 60Ni， 78Seが優れ

たシグナル/ノミックグラウンド比で測定されている 14)

本研究で測定対象とした 6元素はすべて高等動物の

必須微量元素である.Vは上述のようにインスリン類似

作用を示すことから興味深く， Cr欠乏はインスリンの

作用低下による糖代謝の障害を引き起こす15) Niは発

癌性が報告されており 16)，ASI7)とSe1日)は代謝による

解毒機構に関する研究が行われているが，十分な解明に

は至っていない.また，尿中 Cuや血清 Cuは様々な疾

患との関連が指摘されている 19) そこで本研究では，

糖尿病患者の尿及び血清中の V，Cr， Ni， CU， As， Se 

の 6 元素を DRC™-ICPふ1S により測定した.そして各

元素について糖尿病患者群と健常者群の有意差検定を

行い，微量元素の存在特異性について検討した.

2 実験

2・1 装置

本研究では，パーキンエノレマージャパン社製の四重極

誘導結合プラズマ質量分析装置ELAN6100 DRC IIを使

用した.サンプリングコーン(穴径1.1mm)及びスキ

マーコーン(穴径 0.9mm) は，ニッケノレ製のものを使

用した.キャリアーガスとして高純度アノレゴ、ンガス(名

古屋日酸， 99.996%) を 0.45MPaで使用した.また，

DRC™ 内のリアクションガスとして，高純度アンモニ

ア(昭和電工， 99.999%以上)を使用した.試料溶液は，

ERAN 6100 DRC II付属のベリスタポンプを用いて送液

し， Meinhard製の同軸型ネブライザーからサイクロン

型のスプレーチャンパーに導入した.ICP-MSの最適化

を行った際の一般的な条件を Table1に示す.

DRC™-ICP-MS の測定条件の最適化には，パーキンエ

ルマージャパン社製のPerk:inElmerPure (Baを10開 L-1，

Mg， Al， Cr， Mn， Cu， Rh， Cd， In， Ce， Pb及び Th

をIμgL-1含む 0.5%硝酸溶液)を使用した.オートレ

ンズの最適化では， 24Mg， 115In， 208Pbの同位体を選択

し，質量数に対するレンズ電圧の近似直線を求めた.標

準モードでは，ネブライザーガス流量，レンズ電圧， ICP 

RF 出力，パルスステージ電圧の最適化を行った.DRC™

モードでは，ネブライザーガス流量，イオンレンズの最

適化を行った.酸化物イオンの生成率 CeO十/Ce+は3%以

下， 2価イオンの生成率Ba++!Ba+は3%以下であった.

実試料の前処理には，遠心分離機 (KOKUSANH-103N)

を用いた.

Table 1 Operating conditions ofICP-MS 

Nebulizer gas flow 1.04-1.07 mL min-1 

ICPRF power 1300-1500 Watts 

Lens voltage 6.0-10.5 Volts 

Pulse stage voltage 1100 Watts 

Dwell tim巴 150 ms 

Sweeps 3 times 

Readings per replicate 3 times 

Flow rate 0.75 mL min-1 

Sample preparation 1 : 10 dilution 

Diluent 0.6%1丑.J03

Internal standard 5μgL-1 Ga，Rh 

2.2 試薬

本研究では，すべて Elix-UV超純水製造装置(日本ミ

リポア)を用いて得られた超純水を使用した. V， Cr， 

Ni， Cu， As， Seの標準溶液は和光純薬工業製の原子吸

光用標準溶液 (1000ppm) を使用した.内標準元素は

和光純薬工業製の原子吸光用 Ga標準溶液 (1000ppm) 

及び拙標準溶液 (1000ppm)を使用した試料希釈の

ための 0.6%硝酸は，関東化学製の微量分析用超高純度

硝酸を用いて調整した.

Wangら20)の報告に基づいて人工尿を調製した.人工

血清21)は，以下のように調製された.塩化ナトリウム

8g，硝酸カリウム O.13g，硝酸カノレシウムー四水和物 0.06g，

炭酸水素ナトリウム 0.35g，リン酸二水素ナトリウム

0.35g，尿素 O.lg，尿酸 0.01訟をすべて水に溶かし，全

量を 1Lとした. Table 2に調製された人工尿及び人工

血清の化学組成を示す.
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Table 2 Chemical constituents of artificial urine and 

artificial serum 

Urinea) Concentration Serumb) Concentration 

/mM / ml¥在

Na 134 Na 146 

Cl 122 Cl 137 

K 67 P 25 

P 20 HC03 4.2 

Mg 3.2 Ca 2.5 

Ca 2.6 Urea l.7 

Urea 310 Uric 0.01 

acid 

Creatinine 98 

a) Referenc巴20;b) Referenc巴21

2・3 実試料

糖尿病患者の尿検体数は29，血清検体数は 19である.

健常者の尿検体は，研究室のボランティア 11名より提

供を受けた.採取された尿及び血清試料を 800Cの冷凍

庫で保存した これらの試料は DRC™-ICP_MS の測定

前に既報22)23)24)を参考にして前処理した.まず 5分

間の遠心分離 (3000rpm)を行い，上澄み液を希釈溶液

(5μgL-1のGaとRhを含む 0.6%硝酸溶液)で 10倍希

釈した

2・4 標準操作

尿試料分析を行う際の検量線溶液の濃度は， V， Cr， 

Ni， Cu， Seは0，0.05， 0.1， 0.5， 1， 5μgL-1， Asは0，

0.5， 1， 5， 10， 50μg L-1とした血清試料の場合では

Y， Cr， Ni， As ~ま 0 ， 0.01， 0.05， 0.1， 0.5， 1μg L-1， 

Se f'i 0， 0.1， 0.5， 1，久 10μgL-1，Cu は:0，1，5，10，

50， 100μgL-1とした

ベリスタポンプの流速を 0.75mL min-1 (15 rpm)に設

定し，試料溶液を DRC™-ICP-MS へ導入した得られ

た結果の解析に用いた各元素の同位体は， 51y， 52Cr， 6~i， 

63CU， 75 As， 78Seとした.

3結果と考察

3・1 DRC™の最適化

ICトMSのスベクトノレ干渉を排除することを主目的と

する様々なコリジョン/リアクションセルが開発され

ている 25) 本研究では DRCTM26)2 7)を用いて干渉する

多原子イオンの除去を試みた.

人工尿及び人工血清溶液を用いて，リアクションガス

としてのアンモニアガス流量の検討を行ったまず，人

工尿及び人工血清溶液を 2・3に記述した希釈溶液で 10

倍希釈し，これらをパックグラウンドの見積もりに用い

た.一方，人工尿及び人工血清溶液に 6元素の標準溶液

を添加し，希釈溶液で 10倍希釈した.アンモニアガス

流量を 0から 1mLmin-1 tこ変化させ，これらの溶液を測

定しシグナル強度を比較した.人工尿の結果を Fig.lに，

人工血清の結果を Fig.2に示す.
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Fig. 1 Effects of flow rate of NH3 as reaction 

gas on signal intensities for ( .) artificial urine and 

(ロ)spiked artificial urine 

パックグラウンドが十分に低く，かっ標準試料のシグナ

ノレ強度の高さを考慮して，各元素に対する最適なアンモ

ニアガス流量を選択した (Table3). 

DRC™ 内の四重極マスフィノレターにおける RPq

(Rejection Parameter q)値を変化させることにより，測

定対象元素よりも低い質量のイオンを取り除くことが

できる RPq値は交流電圧に比例するパラメータである
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26)町. RPq値を 0.05から 0.8まで変化させたところ，人

工尿及び人工血清において Fig.3及び Fig. 4に示す結

果を得た.各元素に対する最適な RPq値を Table3に示

す.
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Table 3 Dynamic reaction cell (DRC™) conditions for 

urine and serum analyses 

Artificial urine 

Optimum 
Element LODb) LOQC) 

NH3/ 
RPqa) /μgL-1 /μgL-1 

mLmin-1 

V 0.6 0.7 0.0035 0.012 

Cr 0.6 0.7 0.0044 0.015 

Ni 。 0.7 0.0064 0.021 

Cu 0.3 0.7 0.0016 0.005 

As 0.3 0.6 0.0089 0.030 

Se 0.3 0.6 0.060 0.20 

Artificial serum 

Optimum 
LODb) LOQC) 

NH3/ 
RPqa) /μgL-1 /μgL-1 

mLmin-1 

V 0.7 0.7 0.0048 0.016 

Cr 0.7 0.7 0.0042 0.014 

Ni 。 0.2 0.0009 0.0030 

Cu 。 0.4 0.0004 0.0014 

As 0.5 0.5 0.0069 0.023 

Se 0.5 0.5 0.066 0.22 

a) Rejection parameter q; b) 3σlimit of detection; c) 

10σlimit of quantitation 
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3・2 検出限界及び定量下限

最適条件下において，人工尿マトリックス及び人工血

清マトリックスに対する検出限界 (3σ)及び定量下限

(10σ) を求めた (Table3). 得られた値は同じ装置を

使用した D'Ilioら 14)の結果と同様となり，低濃度域で

の定量が可能である.

3'3 添加回収実験

最適条件下で¥人工尿及び人工血清を用いて添加回収

実験を行った.得られた回収率を Table4に示す.尿で

91 ~105%，血清で 91 ~101 %の回収率となり，良好な

結果が得られた.

の V，

Table 5 Determination of reference materials of 

Element 

V 

Cr 

Ni 

Cu 

As 

Se 

V 

urine and semm 

Seronorm ™ urine blank 

Founda) Certified 

/μgL-1 /μgL-1 

0.52土0.06 0.53土0.08

0.49:1:0.01 0.56:1:0.15 

2.5:1:0.3 2.4土0.6

18.6土0.4 18.6土2.1

92士2 85土5

23.9土0.5 21. 7:1:2.8 

SeronormTM semm level 1 

Founda) Certi五ed

/μgL-1 /μgL-1 

0.89土0.05 0.8土0.2

Table 4 Recovery test for spiked el巴mentsin artificial Cr 0.87土0.18 0.7士0.1

urine and semm 

Artificial urine 

Element Added Recovery 

/μgL-1 /% 

V 92 

Cr 105 

Ni 91 

Cu 5 100 

As 5 104 

Se 5 105 

3-4 標準試料の分析

Artificial semm 

Added Recovery 

/μgL-1 / % 

96 

97 

91 

100 95 

95 

10 101 

標準尿試料及び標準血清試料を用いて定量分析を行

った標準尿試料はS巴ronorm™ Urine Blank (SERO社)， 

標準血清試料は Seronorm™ Semm Level 1 (SERO社)

を用いた.凍結乾燥された粉末状の標準試料は，超純水

を加えて溶解させた後， 2・3に記述した希釈溶液を用い

て10倍希釈した.測定値と保証値はほぼ一致した(Table

5). 

3'5 尿及び血清試料中の 6元素の定量

糖尿病患者 (n= 29) と健常者 (n= 11)の尿試料中

Ni 

Cu 

As 

Se 

6.7土0.2

955土11

くLOQb)

75.7土4.5

5.9土0.7

1060:1:63 

く0.1

72.8士6.1

a) Three determinations; b) Less than 3σlimit of quantitation 

Cr， Ni， Cu， As， Seを定量した. Table 6に得られた各

元素の平均値，濃度範囲， LOQ未満の割合を示す.LOQ 

未満の割合とは，例えば糖尿病患者群の V の測定結果

において，試料数29の内 13検体(約 45%)がLOQ未

満で、あったということである.また3 結果のパーセンタ

イル値 13)をプロットした (Fig. 5). 二つの群聞におけ

る各元素の測定値を t検定で比較した.有意水準は 0.05

とした有意確率P値は，それぞれV，0.35， Cr， 0.04， 

Ni， 0.28， Cu， 0.001， As， 0.27， Se， 0.09であった.

従って V，Ni， As， SeについてはP> 0.05であり，糖

尿病患者群と健常者群で有意差はないと判断される.一

方， CrとCuについてはPく 0.05であり，有意差がある

と判断した.むと Cu共に， Fig.5に示すように糖尿病

患者群の濃度が高い結果を示した. Crは糖代謝に重要

な役割を果たすため 15) 糖尿病患者では， Crが尿に多

く排植されている可能性がある.また， Cuの排f世経路

は胆管を通じて行われるため，胆管に閉塞をきたすよう

な病変があると，腎や腸壁からのCu排准が増加する 19)
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糖尿病患者は感染症にかかり易いことがよく知られて

いるので，例えば胆嚢炎を併発すれば，尿 Cu排f世量が

増加する可能性が考えられるが，病態が不明のため明ら

かではない.
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0.6 V: P> 0.05 12 I Ni: P > ().05 

0.4 

02 
3 

ゐ ICr: P<0.05 
bJl 3 
=主
、、一、

.~ 2 
同

羽
田ω 
に)

出。
υ 

叩 O 圃 As:P>O.05 

600 

300 

200!Se:P>0服Z田 ICu :P<0.05 

r I 150 

I I 100 

" I 50 

150 

100 

50 

o 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 

P巴:rcen凶e/%

Fig.5 Comparison ofpercentiles ofurinary 

elements concentrations of (ロ)diabetics (n = 

Table 6 Comparison of urinary elements in diabetics and 

healthy persons 

Element Diabeticsa) 

V 

Meanc)土σ Range くLOQ

/μgL-1 /μgL-1 1% 

0.14土 0.13 LOQ-O.72 45 

0.77土1.02 LOQ-3.80 14 

3.9士3.2 0.1-12.4 。
43土 50 0.3 -216 。
115 :l: 75 0.7 -324 。
36土 25 2 -119 。

Healthy personsb) 

Meanc)土σ Range くLOQ

/μgL-1 /μgL-1 1% 

0.11:l: 0.06 LOQ-0.23 45 

0.30土 0.44 LOQ -1.37 55 

2.9:l: 2.0 0.6 -7.2 。
11土 9 2 -32 。

240士343 26 -1162 。
74土 72 7 -229 。

Cr 

-

1

1

S

 

N

G

A

 

Se 

V 

Cr 

Ni 

Cu 

As 

Se 

a) 29 samples; b) 11 samples; c) Concentration less than 

LOQ was estimated as LOQ/2 

Table 7 Comparison of urinary elements in diabetics and 

29) and (.) healthy persons (n = 11). healthy persons 

Element Diabetics found by this worka) 

Meanb)土σ Percentiles Range くLOQ

一方，血清試料は糖尿病患者群 (n= 19)のみの測定
IJlgL-1 /μgL-1 1% 

を行った各元素の測定値の平均値， 25及び 75パーセ

ンタイル値，濃度範囲， LOQ以下の割合を Table7に示 25% 75% 

す.なお， Table 7に示される健常者の V，Cr， Niに対 V 0.092土 くLOQ くLOQ LOQ 89 

する濃度範囲及び 25，75パーセンタイルの値は Bocca 0.033 0.19 

ら12)の文献値である.Cuの濃度範囲はNischwitzら28) Cr 0.28:l: 0.06 0.24 0.32 0.18 - 。
の文献値で， Seの濃度範囲は Cauwenberghら29)の文献 0.46 

値である. Crを除く 5元素では，本研究による糖尿病 Ni 2.56土1.27 1.9 2.7 1.6 -6.7 。
患者群の測定値と健常者の報告値でほとんど差が見ら

Cu 851士203 693 1025 531- 。
れなかった.しかし， Crは糖尿病患者群の測定結果が，

1264 
文献による健常者の値よりも低い結果となった.すなわ

As 1.36土 0.55 1.1 1.6 0.6 -2.5 。
ち， Crは，糖尿病患者群と健常者群との聞の高低関係

Se 68.0土 17.6 55 84 46 -105 。
が，尿と血清では逆の結果となった.糖尿病患者の場合，

血中 Crが尿に多く排世されたと推測する.
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N. Teshima， S. Gotoh， K. Ida， T. Sakai: Anal 4) 

Table 7 continued 

Healthy persons found by other work 

Meanb込σ Chim. Acta， 557， 387 (2006)。

S. Wild， G Roglic， A. Green， R. Sicree， H. King: 

Rang巴Percentiles 

5) 
/μgL-1 /μgL-1c) 

25% 75% 
Diαhetes Care， 27， 1047 (2004). 

C. E. HeyligerヲA.G Tahilianiラ J.H. McNeill 

Nature， 227， 1474 (1985) 

6) 
NA 0.21 0.09 0.15土 0.07c)V 

M 回 romura，Y. Adachi， M. Machida M. Hattori， 7) NA 1.62 1.05 1. 79 :!: 1. 49c) Cr 

H. Sakurai: Metallomics， 1， 92 (2009). 

J. Wei， N. Teshima， T. Sakai: Anal Sci.， 24，371 

NA 5.67 1.22 3.37:!: 2.88c) Ni 

8) 

(2008). 

9) 

579 -2044d) NA 993土 340d)Cu 

NA NA NA As 

Grudpan: Anal. Chim. Acta， 604， 139 (2007) 

1 0) 小佐野美香，藤原薫鈴江緑衣郎

大学大学院生活機構研究科紀要， 7， 15 (1998) 

G Forte， A. A1imonti， N. Violante， M. D. 

Gregorio， O. Senofont巴ョF.Petrucci， G Sancesario， B 

Bocca: J Trace Elem. Med. Biol， 19， 195 (2005). 

B. Bocca， A. A1imontiフF.Petrucci， N. Violante， G 

Sance町 io，G Forte， O. Senofonteーやectrochim.Acta， 

K. Watla-iad， T. Sakai， N. Teshima， S. Katoh， K 

昭和女子

51.4 -121.70) NA 

a) 19 samplesフ b) Concentration less than LOQ 

estimated as LOQ/2; c) Reference 12; d) Reference 28; e) 

明ras

84.3土 9.40)Se 

Referenc巴29

1 2) 

Part B， 59， 559 (2004) 

P. Heit1and， H. D. Koster: Clin. Chim. Acta， 365， 1 3) 

マ三ヨ「
仁1

本研究では，糖尿病患者の尿及び血清試料中における

V， Cr， Ni， Cu， As， Se の定量を DRC™-ICP-MS によ

り行い，糖尿病患者群と健常者群を比較し，いくつかの

結4 

310 (2006) 

S. D'llio， N. Violante， S. Caimi， M. D. Gregorio， 

F. Fetrucci， O. Senofonte: Anα1. Chim. Acta， 573・574，

432 (2006). 

1 5) 木村正己，小野哲，和田

質の生体への影響2クロム・パナジウム"， p. 108 

14) 
微量元素の存在特異性が明かとなった.尿試料の結果は

糖尿病患者群の Cr，Cu濃度が高い結果となった (Pく

0.05) .血清試料では糖尿病患者群の Cr濃度が文献値と

比べて低い結果となり，尿試料と反する結果が得られた.
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(1977)， (東京化学同人)
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