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研究成果の概要（和文）：本研究では、GC/MSによる、尿中ヒ素化合物（ヒ酸、亜ヒ酸、メチルアルシン酸）の同定・
定量分析に至るまでのハイスループット分析法の開発を目的に、誘導体化剤や還元条件、抽出条件の最適化を行った。
その結果、尿中の3価ヒ素を2,3-ジチオ-1-プロパノールで抽出、次に5価ヒ素を3価ヒ素に還元して3価ヒ素と同様に抽
出することで、ヒ素の化学形態別抽出が可能となった。尿中ヒ素の検出下限は1 ng/mL (S/N > 3)、検量線の範囲は2.0
～200 ng/mLで良好な直線性が得られた（r>0.996）。尿中からの回収率は91.9～106.5%で、ばらつきも2.95～13.4%と
再現性も確認できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the combination of a derivatization of trivalent arsenic compounds 
by 2,3-dithio-1-propanol and a reduction of pentavalent arsenic compounds (arsenate and methylarsenate) 
were accomplished to carry out the analysis of arsenic compounds in urine as a new chemical form 
separated detection method. The arsenic derivatives obtained using BAL were extracted in a stepwise 
manner using a monolithic spin column and analyzed by GC-MS. A linear curve was observed for 
concentrations of arsenic compounds of 2.0 to 200 ng/mL, where the correlation coefficients of 
calibration curves were greater than 0.996 (for a signal-to-noise (S/N) ratio >10). The detection limits 
were 1 ng/mL (S/N > 3). Recoveries of the targets in urine were in the range 91.9-106.5%, and RSDs of the 
intra- and interday assay for urine samples containing 5, 50, and 150 ng/mL of arsenic compounds varied 
between 2.95 and 13.4%.

研究分野： 中毒学

キーワード： 産業衛生　中毒　分析
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１．研究開始当初の背景 
亜ヒ酸を含む砒石は日本では古くから「銀

の毒」などと呼ばれ殺鼠剤などに用いられて
いたが、森永ヒ素ミルク中毒事件（1955 年）
や和歌山毒物カレー事件（1998 年）でも有名
である。ヒ素化合物は梅毒治療薬（サルバル
サン）、歯科治療の歯髄失活剤（ネオアルゼ
ン）などの医療用に使用されていたが、現在
でも半導体製造プロセスのハイテク産業に
おいてヒ素化合物が汎用されている。また最
近、亜ヒ酸は急性前骨髄球性白血病(APL)に
対して高い有効性を示すことが見いだされ、
アメリカやヨーロッパにおいて医薬品とし
て承認された。日本でも 2004 年に亜ヒ酸製
剤(トリセノックス)が医薬品として厚生労
働省から承認され、限定的であるが医薬品と
しての流通が認められている。 
ヒ素およびヒ素化合物には発癌性のある

ことが勧告されており、単体ヒ素およびほ
とんどのヒ素化合物は、人体に非常に有害
であるため、「労働安全衛生規則等の一部を
改正する省令」(平成20年厚生労働省令第158
号、平成 20年 11 月 12 日公布)において、尿
中の砒素化合物(砒酸、亜砒酸及びメチルア
ルソン酸に限る)の測定が義務付けられ、再
現性の高い分析法の確立が急務とされてい
る。現在、ヒ素化合物の化学形態分析は、高
速液体クロマトグラフ-誘導結合プラズマ/
質量分析計にて実施されている。その前処理

は、硝酸-硫酸や硝酸-過塩素酸-硫酸などの
強力な混酸で有機物を分解、処理中の気散な
ど、危険を伴うとともに再現性の低下が懸念
されている。また、基本的に高速液体クロマ
トグラフ-誘導結合プラズマ/質量分析計は、

ヒ素原子を認識して検出するため、前段階の
高速液体クロマトグラフにて化学形態毎に
完全分離しなければならないが、分離条件次
第では無機ヒ素と重複するために見かけ上、
無機ヒ素濃度が高くなり、施設間誤差の大き
いことを経験している。 
化学構造を反映した情報収集にはガスク

ロマトグラフ/質量分析計あるいは高速液体
クロマトグラフ/質量分析計が優れている。
しかし、「無機化合物はガスクロマトグラフ
で分析できない」との固定観念より、詳細な
検討すらなされていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、作業労働者の健康診断にも活

用できるような簡便で低コストな尿中ヒ酸、
亜ヒ酸、メチルアルソン酸の化学形態別抽出
法を構築し、ガスクロマトグラフ/質量分析計
を活用した新規系統的分析法の確立を行い、
微量採取試料からの分析にも対応した施設
間誤差の少ない方法を確立することを目的
とする。 

 
３．研究の方法 
本研究では、（１）熱安定性の優れた誘導

体化剤の選択、（２）ヒ素化合物との複合体
の構造解析、（３）還元条件の検討、（４）抽
出条件の検討、（５）系統的化学形態別抽出
法の検討、（６）生体試料中ヒ素分析のバリ
デーションデータの収集、（７）施設間誤差
を検討する。研究開始時の背景の項でも述べ
たが、一般にヒトの体内に入ったヒ素化合物
は無機ヒ素から有機ヒ素へと代謝される。例
えば、3 価ヒ素は 5 価ヒ素へ、さらにメチル
アルソン酸やジメチルアルシン酸へと代謝
が進み、尿などとして対外へ排泄される。し
かし、ジメチルアルシン酸は、アルセノ糖な
どの食餌由来成分からの代謝でも生成する
ことが知られており、無機ヒ素暴露の指標と
しては不向きであるとされている。それ故、
本研究での対象とするヒ素化合物は、食餌の
影響を受け難い、3 種類（亜ヒ酸、ヒ酸、メ
チルヒ酸（メチルアルソン酸））とする。 
 
４．研究成果 
（１）熱安定性の優れた誘導体化剤の選択 
 誘導体化剤として、チオグリコール酸メチ
ル、1,2-プロパンジオール、1,3-プロパンジ
オール、2,3-ジチオ-1-プロパンジオールな
どの SH 剤を検討した結果、ガスクロマトグ
ラフ/質量分析計での検出には、2,3-ジチオ
-1-プロパンジオールが適していた。 
 2,3-ジチオ-1-プロパンジオールとヒ素化
合物の反応に要する時間を検討したところ、
時間経過とともに複合体の生成量は増加し、
30 分以降は一定となった。この結果より、
2,3-ジチオ-1-プロパンジオールとヒ素化合
物の反応に要する最適時間は 30 分とした。 
 
 



 
（２）ヒ素化合物との複合体の構造解析 
上記の検討で適していた2, 3-ジチオ-1-プ

ロパンジオールとの誘導体の質量スペクト
ルが既報と異なっていたことから、誘導体を
単離して NMR などで構造推定を行った。その
結果、これまではヒ素化合物と 2,3-ジチオ
-1-プロパンジオールとの反応生成物は
1,3-dithia-2-arsacyclopentane の 5 員環構
造をとるとされていたが、本研究で得られた
生成物は1,3-dithia-2-arsacyclohexaneの6
員環構造であることが示唆された。1,3-ジチ
オ-2-プロパンジオールとの反応によっても
同じ生成物の得られることが判明したが、詳
細な反応機構の特定には至らなかった。 
（３）還元条件の検討 

ヨウ化カリウムなどの無機系還元剤、アス
コルビン酸などの有機系還元剤を中心に検
討を行ったが、ヒ酸、メチルアルソン酸など
の 5価ヒ素を 3価に還元するには、塩化スズ
+塩酸とヨウ化カリウムを溶液で添加する方
法が適しており、操作上も簡便であり実用的
であった。塩化スズ+塩酸とヨウ化カリウム
を添加後、ヒ酸、メチルアルソン酸などの 5
価ヒ素が3価に還元される時間を検討した結
果、時間経過とともに 3価ヒ素の生成量は増
加し、30 分以降は一定となった。この結果よ
り、塩化スズ+塩酸とヨウ化カリウムでの還
元に要する最適時間は 30 分とした。 

（４）抽出条件の検討 
ヘキサン、酢酸エチルなどの一般に使用さ

れる有機系溶剤を中心に検討した結果、ベン
ゼン、トルエン、塩化メチレンで良好な結果
が得られた。溶剤の毒性や分取操作の簡便性
などを考慮した結果、抽出溶剤は塩化メチレ

ンとした。 
 

 
（５）系統的化学形態別抽出法の検討 

亜ヒ酸などの 3 価ヒ素は、2,3-ジチオ-1-
プロパンジオールと反応させて塩化メチレ
ンで抽出することが可能である。しかし、ヒ
酸、メチルアルソン酸などの 5価ヒ素は 2,3-
ジチオ-1-プロパンジオールと反応させて塩
化メチレンで抽出することが不可能であっ
た。 

 
これらの挙動を考慮すると、まず、2,3-ジ

チオ-1-プロパンジオールと反応させて 3 価
ヒ素を塩化メチレンで抽出する。次に抽出後
の試料に塩化スズ+塩酸とヨウ化カリウムを
加えて 5 価ヒ素を 3 価ヒ素にすると、5 価ヒ
素に相当分が 2,3-ジチオ-1-プロパンジオー
ルと反応させて塩化メチレンで抽出するこ
とが可能であり、結果として、形態別のヒ素
の抽出が可能となった。 
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（６）固相抽出法ならびに少量化の検討 
 使用溶媒量および検査試料の少量化を目
的に MonoSpin によるスケールダウンを検討
した。種々の固相を検討したが、C18 が適し
ていた。基本的な手法は、上記で検討した液
液抽出法の流れを踏襲した。その結果、0.5mL
の尿試料を出発として 1ng/ml まで検出する
ことが可能となった。 
 

 
 
（７）生体試料中ヒ素分析のバリデーション
データの収集 
 上記の MonoSpin 法を用いてバリデーショ
ンデータを取得した。尿中の各ヒ素化合物の
回収率は 91.9～106.5%であり、2～200ng/ml
の 範 囲で良 好 な直線 性 が認め ら れ た
（r>0.996）。また、尿に各ヒ素を 5, 50, 
,150 ng/mLで添加した際の繰り返し変動を検
討した結果、2.95～13.4%となり、再現性の
高い結果が認められた。 
（８）施設間誤差を検討 
 各ヒ素濃度が規格化された（既に定量値が
値付けされたている）尿（ClinChek, RECIPE）
を使用して、本法で検証した結果、精度良く
規格値内に納まることが確認された。また、

高速液体クロマトグラフ-誘導結合プラズマ
/質量分析計との検査値を比較したところ、
無機ヒ素（亜ヒ酸、ヒ酸）と有機ヒ素（メチ
ルアルソン酸）とに分けて相関性を確認した
結果、良好な相関性が認められた。 
 本法は、これまで実施されていた煩雑で莫
大なランニングコスト要していた ICP/MS に
取って代わることが可能となり、迅速かつ簡
便に、多くの検査機関にて検査が可能となる。
特に ICP/MS を装備できない東南アジアなど
のヒ素汚染が広まっている開発途上国での
健康診断には不可欠な技術になると期待さ
れる。また、健康診断のみならず、上水道や
環境水、野菜食肉中ヒ素分析にも応用可能で
あり、環境分野や食品分野への波及効果も期
待できる。 
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