
1　緒　　　言

Seは人体にとって必須微量元素であり，様々な化合物と
して体内に存在する1）．Seは至適濃度範囲が狭く，摂取上
限量が成人男性で 450 μg day－1，成人女性で 350 μg day－1

と厚生労働省が基準を定めている2）．欠乏すると克山病と
いった心疾患や動脈硬化を起こし，過剰摂取により脱毛や
爪の変形などの中毒症状が発症する．生体での至適濃度範
囲内では，細胞の抗酸化作用，水銀や白金錯体であるシス
プラチンといった重金属の毒性軽減，といった役割を Se

は担っている3）4）．近年では，人体に毒性の少ないセレノメ
チオニン（selenomethionine, SeMet）（Fig. 1）の形態で Se

を濃縮した Seサプリメントにも注目が集まっている．
また，誘導結合プラズマ質量分析（ICP-MS）で Seを測

定する際には Arや Brを含んだ分子イオンによるスペクト
ル干渉が多く存在する．そのため，三次元四重極質量分析
計の衝突誘起解離（CID, collision induced dissociation）及
び質量選択的共鳴周波数（FNF, filtered noise field）を用い
ることで Arや Brを含んだ分子イオンによるスペクトル干
渉を除去し，より精確な同位体比測定が可能となる5）．Se

を測定する場合には，40Ar2
＋によるスペクトル干渉を取り

除くことで，同位体存在率が最大である 80Se（49.61％）を
測定することが可能となる6）7）．そして，同位体希釈分析法
（isotope dilution analysis, IDA）を用いることで，精度及び
確度の高い測定が可能になると考えられる．Fig. 2に IDA

の基本概念を示す8）．測定した同位体比 R を式に代入する
ことにより，測定目的元素の原子数または物質量を求める
ことが可能である9）10）．
化学形態別分析に IDAを用いる場合には，大きく spe-

cies-unspecific IDAと species-specific IDAの二つに分けら
れる．species-unspecific IDAは試料が分離カラムを通過し
た後にスパイクを一定流量で加えるので，post-column 

IDAとも呼ばれている11）～13）．一方，species-specific IDAは，
試料に測定対象と同じ化学形態のスパイクを直接混合させ
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セレンイースト標準物質（SELM-1, National Research Council of Canada製）中のセレノメチオニン
（SeMet）の定量を行い，抽出手法の検討を行った．また高速液体クロマトグラフィーをオンラインで接続し
た誘導結合プラズマ三次元四重極質量分析計（HPLC-ICP3DQMS）を用いた species-unspecific及び species-

specificな同位体希釈分析法（isotope dilution analysis, IDA）により SELM-1中の SeMetの定量を行った．そ
して，結果を比較することで 2種類の IDAの評価を行った．SeMetの抽出には，Lipase Type VII（Sigma 

Chemicals. St, Luis, MO, USA）及び Protease Type XIV（Sigma Chemicals, St. Luis, MO, USA）を用いて 24時
間酵素分解を行う方法が，適していることが確認された．ただし，前処理操作中に SeMetの分解が確認され
た．SELM-1中の SeMetの測定値は，species-unspecific IDAが 3040±77 μg g－1，species-specific IDAが 3154

±82 μg g－1であり，保証値（3448±146 μg g－1）とそれぞれ 4σ，2σ以内で一致したことから，安定同位体
を濃縮した化合物が合成できる場合は species-specific IDAを用いる方がよいと結論づけた．
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Fig. 1    Structure of selenomethionine
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る手法である．species-unspecific IDAでは試料の化学形態
に依存しない定量が可能であるという利点が存在するが，
一方で分離カラム内での試料の吸着がある場合には精確な
定量が行えないという欠点も存在する14）．つまり，species-

specific IDAを用いると分離カラム内での試料とスパイク
の吸着率が等しいため，より精確な定量が行えると考えら
れる．しかし，一般的に安定同位体を濃縮した特定の化学
種を手に入れることが困難であるために，汎用性の高い
species-unspecific IDAを用いて Seを測定した論文が多く
発表されている15）～18）．
本研究ではセレンイースト標準物質（SELM-1, National 

Research Council of Canada製，NRC）の Se全量の測定及
び SeMetを，Delatourら19）の方法を参考に行った塩酸分解
法による抽出と，Reyesら20）の方法を参考に行った酵素分
解法による抽出の比較を行い，試料抽出の方法の検討を
行った．また，SeMetの標品を用いた species-specificな IDA

により，スパイクに用いる質量数 82の Seを濃縮した
SeMet（82SeMet）の精確な濃度決定を行った．そして，酵
素分解法を用いて抽出した SELM-1中の SeMetを誘導結合
プラズマ三次元四重極質量分析計（inductively coupled 

plasma-three dimensional quadrupole mass spectrometry, 

ICP3DQMS）を用いた species-unspecific IDA及び species-

specific IDAの 2種類の手法で測定を行い，結果の比較を
行うことで評価を行った．

2　装置及び試薬

2・1　試　薬
測定試料として SELM-1を用いた．全 Se量の定量のため
の酸分解には硝酸（70％，電子工業用，Kanto Chemical 

Co., Inc.製，Tokyo, Japan）及び過酸化水素（30％，電子
工業用，Kanto Chemical Co., Inc.製，Tokyo, Japan）を用
い，酵素分解法には Lipase VII（Sigma Chemicals製，St. 

Luis, MO, USA）及び Protease, Type XIV（Sigma Chemicals

製，St. Luis, MO, USA）を用いた．また，スパイク濃度を精
確に求めるために，SeMet（純度 99.4％，Sigma Chemicals

製，St, Luis, MO, USA）を使用した．そして，SELM-1中
のSe全量分析及び species-unspecific IDAに用いる 82SeO3

2－

スパイクは，質量数 82の Seを濃縮した金属 Se（74Se 

0.12％, 76Se 0.17％, 77Se 0.15％, 78Se 0.52％, 80Se 1.85％, 
82Se 97.19％, Oak Ridge National Laboratory 製，TN, 

USA）を硝酸に溶かして調製した．濃度は 76.0±2.7 μg 
82Se g－1である．species-specific IDAに用いる 82SeMetスパイ
クは，質量数 82の Seを濃縮した金属 Se（74Se 0.00％, 76Se 

0.08 ％ ,  77Se 0.02 ％ ,  78Se 0.03 ％ ,  80Se 0.15 ％ ,  82Se 

99.72％, Eurisotope製，GifSur-Yvette, France）を用いて合
成した．
移動相の調製には，水酸化テトラメチルアンモニウム

（TMAH, 25％），マロン酸，1-ブタンスルホン酸ナトリウ
ム（98％）及びメタノール（99.9％），硝酸（70％）及び
アンモニア（29％）を用いた．

2・2　装　置
高速液体クロマトグラフィー誘導結合プラズマ三次元四
重極質量分析計（HPLC-ICP3DQMS）を用いた Se化学形態
別 分 析 に は，PU-1580i（ JASCO Cooperation 製，Tokyo, 

Japan）を用いて試料及び移動相の送液を行った．カラムに
逆相カラム（LiChrosorb RP-18, 250×4.6 mm I.D., 粒径 5 

μm, Seibersdorf製，Austria）を用い，また species-unspe-

cific IDAのスパイクの送液にはMP710i（GL Sciences製，
Tokyo, Japan）を用いた．元素分析にはオンラインで高速
液体クロマトグラフィー（HPLC）と接続した P-5000型
ICP3DQMS（Hitachi High-Technologies Co. 製，Tokyo, 

Japan）を用いた．ICP3DQMSの測定条件を Table 1に示
す．

2・3　HPLC条件
移動相には水酸化テトラメチルアンモニウムが 8 mM，
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Fig. 2    Schematic illustration of IDA procedure and 
equation

Here, Nx
t, Abundance of isotope x  in target; Ny

t, 
Abundance of isotope y  in target; Nx

sp, Abundance of 
isotope x  in spike; Ny
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sp/Ny
sp; R t, 

Natural isotope ratio＝Nx
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t; R , Isotope ratio in 
target＋spike＝ intx/inty.

Table 1    Experimental conditions of ICP3DQMS

RF Power 1400 W
Plasma Ar flow 14 L min－1

Auxiliary Ar flow 1.2 L min－1

Nebulizer Ar flow 1.3 L min－1

Buffer gas He
Number of scan 10
Isotopes monitored 80, 82
CID voltage 0.035 V
Trapping time 100 ms



マロン酸が 4 mM，1-ブタンスルホン酸ナトリウムが 2.5 

mM及びメタノールが 0.05％ になるように混合し，硝酸
及びアンモニアで pHを 4.5に調整した混合イオン対試薬
を用いた21）．species-unspecific IDAでは試料 100 μL，移動
相を 0.9 mL min－1，スパイクを 0.1 mL min－1で導入し，
測定を行った．species-specific IDAでは試料 100 μL，移動
相を 1.0 mL min－1で導入し，測定を行った．

2・4　82SeMet合成方法
SeMetの標品を用いた 82SeMetの合成は既報22）に従った．
ここでは簡単に説明する．金属 Seを懸濁させた脱水テト
ラヒドロフラン（30 mL）に 2.8％ メチルリチウムを含む
ジエチルエーテル溶液（6 mL）を加え，すべての金属粉が
溶解するまで室温で撹

かく

拌
はん

した．この溶液に，4％（S）-2-アミ
ノ -4-ブロモブタン酸臭化水素酸塩/脱水エタノール溶液
（10 mL）を添加したのち 1時間撹拌を行った．反応混合物
を陽イオン交換カラムにて精製したのち，水─エタノール
系で再結晶を行い 82SeMetを得た．

2・5　全 Se量分析
試料中の Seとスパイク中の Seの物質量比が 3 : 1となる
ように SELM-1 0.01 gに 82SeO3

2－スパイク（76.6 μg Se g－1, 

Oak Ridge National Laboratory製）0.1 gを加えた．さら
に，70％ 硝酸 400 μL，30％ 過酸化水素 200 μLを加えて
マイクロ波分解を行った．分解後の溶液を 100 gになるよ
うに超純水で希釈して測定試料とした．そして，flow injec-

tion analysis (FIA)-ICP3DQMSで 80Se/82Seの比を測定し
た．以下の測定に関しても測定同位体比は 80Se/82Seであ
る．

2・6　82SeMetスパイクの濃度決定
一般的に，スパイクの濃度は，スパイクに既知濃度の元
素の溶液を加えた後に酸などを用いて分解し，同位体比を
ICPMS等で測定することで求める．しかし，今回の spe-

cies-specific IDAに用いる 82SeMetは合成したものであり，
Seを含んだ不純物の存在が考えられる．したがって，精確
に 82SeMetのみの濃度を求める必要がある．そこで，
82SeMetスパイク溶液と SeMetの標品の Se物質量比が 1 : 3

となるように，82SeMetスパイク溶液 0.1 gに SeMet標準溶
液（101 μg Se g－1）を 0.0989 gを加えた．その後，超純水
で 10 gに希釈して測定試料とした．逆相カラムを通すこと
で Seを含有する不純物を分離し，82SeMetのみの濃度を算
出することが可能となる．

2・7　SeMetの抽出
2・7・1　塩酸分解法　　テフロン製容器にセレンイース
ト標準物質 200 mgを入れ，そこに 6 mol L－1塩酸 8 mLを

加えて 110℃ のホットプレート上で 24時間加熱分解を
行った．分解後の試料を 2880×gで 10分間遠心分離し，
上澄み液を取り出した．これらの上澄み液を 0.45 μmフィ
ルターで沪過し，沪液のうち 1 gを混合イオン対試薬で
20 gに希釈し，82SeO3

2－スパイクを用いる species-unspecific 

IDAにより測定を行った．
2・7・2　酵素分解法　　SELM-1 0.2 gにLipase VII 0.01 g, 

Protease, Type XIV 0.02 g, 82SeMet 2.0 g及び超純水 3 mL

を加えて 37℃ に設定した恒温振とう機内で 24時間酵素
分解を行った．分解後の溶液を 4000×gで遠心分離し，上
澄みを採取した．その上澄みを 0.45 μmフィルターで沪過
し，沪液のうち 1 gを混合イオン対試薬で 20 gに希釈して
species-specific IDA用測定試料とした．なお，species-

unspecific IDA用のサンプルは上記と同じ条件で，82SeMet

を加えずに調製を行った．

3　結果及び考察

3・1　全 Se量分析
SELM-1中の全 Se量分析の結果は測定値が 1955±48 

μg g－1（n＝3）であり，保証値の 2059±64 μg g－1と 1 σ

以内で一致した．したがって，今回の Table 1に示した測
定条件は適切であったといえる．また，カナダ国立研究機
構（National Research Council of Canada, NRC）ら七つの
研究機関で行った全Se量の分析結果が1836～2145 μg g－1

であったので23），既報の値と比較しても遜色のない結果で
あった．

3・2　82SeMetスパイクの濃度決定
SeMetの標品を用いた species-specificな IDAにより定量

を行った．82SeMetスパイク中の 82Se元素濃度は 31.0±0.9 

μg 82Se g－1（％RSD: 2.9％, n＝3）であった．今回，spe-

cies-specific IDAでのSELM-1中のSeMetの濃度はこちらの
値を用いて算出することとした．

3・3　SeMet前処理方法の比較
塩酸分解法により前処理を行った SELM-1中の SeMetを

species-unspecific IDAで定量したクロマトグラムを Fig. 3 a

に示す．保持時間 7.9分に観測されているピークが SeMet

である．また，保持時間 4.2分の亜セレン酸の信号強度が
SeMetの信号強度と同程度であることから，塩酸を加える
ことにより SELM-1中の SeMetが分解されていることが確
認できた．酵素分解法により前処理を行った SELM-1中の
SeMetを，species-unspecific IDAで定量したクロマトグラ
ムをFig. 3 bに示す．保持時間 8.1分に観測されているピー
クが SeMetである．酵素分解法では，保持時間 4.2分の亜
セレン酸のピークが塩酸分解法に比べて小さくなってお
り，SeMetの分解が塩酸分解法の時と比べて少なくなって
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いると判断できる．二つの分解方法の SeMet回収率は塩酸
分解法が 19±3％（n＝3）であり，酵素分解法が 88±4％
（n＝3）であった．回収率が酵素分解法のほうが高いため，
SELM-1中の SeMetの前処理には酵素分解法が適している
といえる．そのため species-specific IDAの試料の前処理は
酵素分解法を用いることとした．

3・4　2種類の IDAの比較
酵素分解法により抽出した SELM-1中の SeMetを spe-

cies-unspecific IDA及び species-specific IDAで測定した際
のクロマトグラムを Fig. 4 a, bに，定量結果を Table 2に
示す．species-specific IDA の測定値が 3154±82 μg g－1

（ ％RSD: 2.6％， 回 収 率 91±5％，n＝3） で，species-

unspecific IDAでは 3040±77 μg g－1（％RSD: 2.5％，回収
率 88±4％，n＝3）であった．それぞれの測定値は，
species-specific IDAが 2σで，species-unspecific IDAが 4σ 

で保証値と一致した．また，NRCらの測定結果と比較する
と23），methanesulfonic acidやp -toluol-sulfonic acid＋0.2％ 

triptamineを使用した試料の抽出では，回収率が悪いもの
が見受けられる（Table 2）．species-specific IDAは，前処
理時に起こる試料の損失も考慮できるため，測定対象物質
が前処理の段階で分解が生じる場合に有効である．Fig. 4 b

の species-specific IDAのクロマトグラムをみると，亜セレ
ン酸のピークの 80Se/82Seの比が 1.3±0.2と天然同位体比
（5.68）と異なるため，外因性の 82Seが存在していると考え
られる．そこで，亜セレン酸のピーク中の 82SeMetが分解
されて生じた分の 82Seのカウントを，SeMetのピーク中の
82SeMet由来の 82Seのカウント及び亜セレン酸のピーク中
の 82SeMetが分解されて生じた分の 82Seのカウントの和で
割ることにより，酵素分解時における SeMetの分解率を算出
したところ，8.3±1.0％（n＝3）の SeMetが分解されていた．
species-unspecific IDAによる SeMetの回収率に，SeMetが
分解して分析できなかった量を考慮すると，96±4％ の
SeMetを説明できる．この結果は，species-unspecific IDAの
測定値が保証値と大きくずれている要因が，カラム内での
SeMetの吸着に加えて，酵素分解時に SeMetが 8.3±1.0％ 

分解されるためであることを示唆している．一方，species-

specific IDAは酵素分解時にスパイクを添加しているため
に，酵素分解時の損失及びカラム内での吸着も補正できる
ため，確度の高い定量が可能であったと考えられる．した
がって，安定同位体を濃縮した化合物を合成できる場合に
は，species-specific IDAが理想的な手法である．さらに，
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測定対象物質が前処理の段階で分解が起きる場合や分析中
に損失が起こる場合には，species-unspecific IDAでは不十
分であり，species-specific IDAを用いる必要がある．

4　結　　　論

SELM-1中の SeMetの前処理は塩酸分解法を用いると，
塩酸によって SeMetが分解されて回収率が低くなるため，
SELM-1中の SeMetの前処理方法としては適していない．
一方，Lipase VIIと Protease Type XIVを用いた酵素分解法
は回収率が 88±4％ と高い値であるため，SELM-1中の
SeMetの前処理方法として適していることが明らかになっ
た．また，2種類の IDAの結果は，species-specific IDAが
3154±82 μg g－1 で，species-unspecific IDA が 3040±77 

μg g－1であった．また，保証値とそれぞれ 2σ，4σで一致
した．SeMetの回収率は species-specific IDAの方が高いこ
とから，試料の前処理時とカラム内での損失を補正できる
species-specific IDAの方が確度の高い手法であるといえ
る．したがって，安定同位体を濃縮した化合物を合成でき
る場合には species-specific IDAが有効な手法であるといえ

る．また，species-unspecific IDA測定において保証値との
差が大きくなった要因としては，カラム内での SeMetの吸
着や，酵素分解時に SeMetが 8.3±1.0％ 分解されている
ことが大きく影響していると考えられる．
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Determination of selenomethionine (SeMet) in a selenium-enriched yeast standard material 
(SELM-1, National Research Council of Canada, NRC) was carried out, and extraction methods 
were investigated.    SeMet in SELM-1 was determined by using a hyphenated instrument of 
HPLC, and an inductively coupled plasma-three dimensional quadrupole mass spectrometer 
(HPLC-ICP3DQMS), and two different isotope dilution analysis methods (species-unspecific 
IDA and species-specific IDA).    Two different IDA methods were evaluated by comparing the 
analytical results.    It was confirmed that enzymatic hydrolysis with using Lipase VII (Sigma 
Chemicals, St, Luis, MO, USA) and Protease, Type XIV (Sigma Chemicals, St, Luis, MO, USA) 
for 24 hours was appropriate for the extraction of SeMet.    Our analytical values of SeMet for 
species-unspecific IDA (3040±77 μg g－1) and species-specific IDA (3154±82 μg g－1) showed 
agreements with the certified value (3448±146 μg g－1) within 4σ and 2σ, respectively.    It is 
concluded that species-specific IDA should be used when a stable isotope enriched compound 
could be synthesized.

Keywords: selenium enriched yeast; selenomethionine (SeMet); HPLC-ICP3DQMS; isotope 
dilution analysis (IDA); species-specific IDA.


