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要旨

本研究では、Agilent Technologies の 7500ce コリジョン/
リアクションセル ICP-MS システムを使用した、血中およ
び血清中に含まれる 18 元素（15 種類の微量元素と 3 種類の
電解質成分）を定量するための堅牢なハイスループット分
析メソッドの開発について説明します。必要なサンプル調
製は、アンモニア、EDTA、 Triton X-100、1-ブタノールを
含むアルカリ性の希釈液によるサンプルの希釈だけです。
装置のキャリブレーションは、内部標準を使用した絶対検
量線法で行いました。本メソッドの性能は、少なくとも、
サンプル処理数、精度下限および検出下限の 3 つの点にお
いて、前回使用した磁場型 HR-ICP-MS メソッドを上回る
結果となりました。

はじめに

全血、血清、尿などの臨床試料に含まれる金属の分析は、
毒性、作業環境、および栄養素の利用度などの情報を得る
ため、また、多くの病気の診断ツールとして長年に渡り利
用されてきました。異なる臨床試料の種類に、多種多様な
微量金属が可変的かつ低濃度（ng/mL 以下）で現れるという
事実は、臨床分析医に数々の難題を与えてきました。さら
に、微量元素の分析に干渉する可能性のある有機化合物、

タンパク質、電解質塩などのマトリックス成分が高レベル
（mg/mL 以上）で含まれることもよく起こります。また、
分析するマトリックス、採取するサンプル量、およびサン
プリング方法によっても制限されます。通常、十分な量の
尿サンプルは、患者から非侵襲的な技術で採取することが
できますが、全血および血清の採取には、多くの場合、
ニードルおよびシリンジを使用し、回収できるサンプル量
は尿より少なくなります（通常は、µL または mL 程度）。
このため、採用する分析技術には次の能力が必要です。検
出下限（DL）が十分に低いこと、マトリックスに関連する干
渉を克服できる能力、未知のサンプルの広範囲に渡る濃度
を測定するための十分な直線性、多元素の同時定量、サン
プル量の少なさに対処できる能力です。

検体マトリックスの誘導結合プラズマ質量分析法（ICP-MS）
による分析は、広く普及してきています。その理由は、
ICP-MS が上記の要件を多くの点で満たしているためです。
具体的には、多くの微量金属に対する DL が低いこと
（ng/mL以下）、相対的に干渉の影響を受けないこと、多元
素の同時定量が可能なこと、少量のサンプルの分析に適し
ていること、さらに、同位体情報も得られること、高度な
リファレンスキャリブレーション技術として同位体希釈法
（IDMS）を採用できる可能性があることが挙げられます。
ICP-MS で分析した場合、多くの分析対象元素は、サンプ
ルのマトリックスに由来するマススペクトルの干渉を受け
ます。十分に感度の高いコリジョン/リアクションセル
（CRC）四重極 ICP-MS 装置が開発される以前は、セクター
型または高分解能 ICP-MS（HR-ICP-MS）1、または原子蛍
光法（AF）2 や原子吸光分析法（AAS）3 などの質量分析技術
を使用しない方法で、マトリックスによるスペクトル干渉
の問題を解決しました。

コリジョン/リアクションセル ICP-MS を
使用した血中および血清サンプル中の
18 元素同時定量
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マトリックス効果を克服するもう 1 つの方法は、濃酸また
は灰化技術を使用して、サンプルを分解する方法です 4。
これらの技術は、高額な費用と時間を必要とし、数多くの
サンプルを処理するには不適切である場合があります。

私たちの研究室では、磁場型 HR-ICP-MS（ThermoFinnigan
社製 Element 1）を使用して 1, 5、メタルオンメタルによっ
て腰関節置換を行った患者の手術前および手術後のサンプ
ルをモニタリングしました。血液および血清サンプルは、
約 0.7mM のアンモニア、0.01mM EDTA および 0.07%
（v/v）の Triton X-100 で 1:20 に希釈し、尿サンプルは 1%
HNO3 で 1:15 に希釈した後、Al、V、Co、Cr、Mo、Ni お
よび Ti などの元素を分析しました。この技術の一番の障害
となった点は、特に費用でした。また、装置のセットアッ
プ時間とダウンタイム、30 以上の血液または血清サンプル
の分析を実行する間のマトリックスの耐性も問題となりま
した。

目的

本研究の目的は、CRC 四重極 ICP-MS（CRC-ICP-MS）を
ベースにし、シンプルな方法でサンプルを希釈した後、
1 回の分析で幅広い種類の元素を測定できる、堅牢な ICP-
MS 手法を開発することでした。

シンプルな方法によるサンプルの希釈を優れたサンプル前
処理メソッドとして選びました。酸分解は、サンプルの前
処理を含めた分析時間、費用、およびコンタミネーション
の可能性を増加する場合があるためです。

バッチあたり最大 100 サンプルというサンプル処理数の要
件を満たすために、定量メソッドは、外部キャリブレー
ションをベースにする必要がありました。このため、頻繁
にリキャリブレーションおよびドリフト補正をしなくても
すむように、装置のドリフトを最小限に抑えることが重要
でした。

目的元素は、微量金属 Al、As、Cd、Co、Cr、Cu、Fe、Mn、
Mo、Ni、Pb、Sb、Se、V、 Zn の他に、電解質 K、Mg お
よび Naです。

目標とする感度は、私たちの研究室で HR-ICP-MS を使用し
て得られた前回の DLを満足するように、希釈していないサ
ンプルで 0.2 ng/mL（たとえば、Co、Mo）および 1.0
ng/mL（Ni）としました。

サンプルの前処理

すべてのサンプル、標準物質および品質管理（QC）物質は、
0.7 mM のアンモニア、0.01 mM の EDTA および 0.07%

（v/v）の Triton X-100 を含む溶液で 20 倍に希釈しました。
1-ブタノールを炭素源として希釈液に 1.5%（v/v）で添加し
ました。これにより、標準物質とサンプルのマトリックス
を一致させ、As および Se などの炭素含有量によってプラ
ズマ内でのイオン化に影響を受ける目的元素の分析精度を
上げることが目的です 6。試料導入装置の化学的性質を分
析をしている間一定に保つために、この希釈液を、分析前
後のすすぎにも使用しました。HNO3 のように、すすぎに
広く使用されている酸を 1% の希釈レベルで使用しても、
臨床マトリックス成分の凝固または沈殿を引き起こし、
チューブまたはネブライザーが詰まる場合があります。

内部標準元素の選択と、内部標準の濃度は非常に重要です。
通常、環境アプリケーションで使用される元素の多くが臨
床試料に ng/mL レベルで存在するため、臨床分析では、
元素の選択を制限されることがよくあります。最適な内部
標準元素（つまり、サンプル中に存在しないか、または極
低レベルで存在する元素）を決定するために、血液および
血清サンプルを半定量モードで分析しました。もともとサ
ンプル中に Sc などの元素が存在するために、サンプル中
の Sc の全 45Sc シグナルへの寄与が無視できるくらい小さ
くなるように内部標準元素の濃度を高めました。選択した
内部標準元素（Sc、Ge、Rh、In および Tl）は、20 ng/mL
の濃度で希釈液に添加しました。このように内部標準を添
加する際に、T-piece を介した内部標準元素のオンライン添
加を使用する事で、混合時の問題を打ち消すことができま
した。

装置

Agilent 7500ce オクトポールリアクションシステム（ORS）
ICP-MS を次の 3 つの異なるガスモードで使用しました。
水素、ヘリウムおよび標準（ガス無し）モードです。多元素
を定量するための ICP-MS 条件および同位体、積算時間、
ガスモードを表 1 および 2 に示します。すべての同位体は、
スペクトルピークの中央の 3 点を使用して定量しました。

100 µL/min の PFA マイクロフローネブライザを使用し、
インテグレート試料導入装置（内部標準）の大きいペリスタ
ルポンプを使用することにより、サンプルの置換時間とリ
ンス時間を短縮しました。試料導入装置およびマトリック
ス成分を含むプラズマの過負荷を抑えるために、分析およ
び洗い出し中のポンプ速度は 0.1 rps に設定しました。内径
2.5 mm のインジェクタのトーチを用い、シールドトーチシ
ステムを使用しました。また、ニッケル（Ni）製のコーン
を使用しました。



サンプルあたりの全分析時間は 208 s でした。この時間に
は、H2、He、およびガス無しチューンファイルの取り込み
と、ガスモードの切り替え時の 40 s の安定化時間が含まれ
ています。各サンプル/標準溶液をすべてのガスモードで
連続的に分析してから、オートサンプラのプローブが次の
サンプルに移動します。各サンプルの分析後、オートサン
プラのプローブを 5% HNO3 で 5 秒間リンスし、次に、試
料導入装置が希釈液で 30秒間リンスしました。

メソッドの性能と堅牢さ

提案した方法の安定性は、血液および血清サンプルを 10
時間にわたり連続的に実行すること（全部で 90 サンプル、
キャリブレーション標準および QC チェックを含む）、およ
び、内部標準元素の信号の挙動、検量線の勾配、検査標準
をモニタリングすることによりテストしました。

装置の安定性―内部標準元素のシグナル変動

選択した内部標準元素（Sc、Ge、Rh、In、Tl）の代表的な信
号の変動は、水素モードで 4.8%～9.3%、ヘリウムモード
で 5.5%～8.2%、ガス無しモードで 6.7%～10.0% でした。
これらの値は、血液および血清サンプルを 90 サンプル連
続測定中に評価しました。図 1 は、10 時間測定中の内部標
準元素の変動を示しています。Sc は、臨床試料の種類に
よっては ng/mL レベルで存在します。ここでは、サンプ
ル 8 以降に確認できます。
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表 1. 異なるガスモードで使用した ICP-MSパラメータ

H2 He 標準

RF出力（W） 1500 1500 1500

キャリアガス（L/min） 0.87 0.87 0.87

メイクアップガス（L/min） 0.17 0.17 0.17

スプレーチャンバ温度（°C） 2 2 2

ガス流量（L/min） 4 4 不使用

表 2. 測定元素の分析パラメータ

モニタした質量数 質量あたりの 使用した内部標準の
測定元素 （m/z） 積分時間（s） 質量数（m/z） 使用したガスモード

Na 23 0.3 45 He
Mg 24 0.3 45 He
Al 27 3.0 45 He
K 39 0.3 45 He
V 51 1.5 45 He
Cr 53 3.0 45 He
Mn 55 0.9 45 ガス無し
Fe 56 0.3 45 H2

Co 59 1.5 45 He
Ni 60 1.5 45 He
Cu 65 0.9 72 He
Zn 66 0.3 72 He
As 75 1.5 72 He
Se 78 1.5 72 H2

Mo 95 1.5 103 ガス無し
Cd 111 1.5 115 ガス無し
Sb 121 0.9 115 ガス無し
Pb 206、207、 0.9 205 ガス無し

208の和



検量線の再現性と直線性

10 時間測定の最初、中間、最後に、それぞれ検量線を引き、
検量線の堅牢さを評価しました。10 時間測定における V、
Se、Pb の 3 つの検量線（図 2）の勾配の相関係数は 0.9997
～1.0000 で、これらのマトリックスを使用したメソッドの
堅牢さが証明されました。測定されたすべての元素の相関
係数は概ね r2 >0.9900 でした。

検査標準液

測定中、9 サンプルごとに 1 ng/mL レベルの微量元素を含む
検査標準液を分析しました。検査標準液の分析結果は、テス
トした元素では、期待値に対して誤差±10% 以下でした。

試料導入装置上でのサンプルマトリックス効果

HR-ICP-MS を使用したこれらのマトリックスの分析に 20
倍未満の希釈率を使用すると、トーチインジェクタの詰ま
りなど、試料導入装置に頻繁に問題が発生します。四重極
ICP-MS を上記のように使用する場合、10 倍および 15 倍の
希釈率を使用すると、試料導入装置（図 3）や装置の性能に
有害な影響を与えない場合があります。分析実行後に試薬
ブランクを測定し、DL への悪影響や、バックグラウンドレ
ベルに増加が見られないことを確認しました。
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図 1. 10 時間測定における標準モードでの内部標準元素の信号の変動。
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図 2. V、Se、Pbの検量線の直線性。90サンプルの連続測定における外部検量線法の安定性を表す。
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標準試料（CRM）の分析

標準試料 NIST SRM 1598 ウシ血清および標準試料
Seronorm MR9067（ヒトの全血、レベル 2）から作成した複
数のサブサンプル（n=4）を前述のとおり 20 倍に希釈し、
表 1 および 2 に示した条件を用いて分析しました。これら
の物質を選んだ理由は、異なる臨床マトリックスを代表し、
濃度がサブ ng/mL レベルから mg/mL レベルに及ぶ幅広い
測定対象元素が含まれているためです。同じ測定対象元素
のレベルは、2 つの標準試料で大きく異なります。両試料
の認証値および本研究でのメソッドの DL（希釈前のサンプ
ルで計算し、ブランク測定値の標準偏差の３倍として算出）
を表 3 に示します。

両試料の分析データは、認証値または参考値に対する回収
率データとして、図 4a）および b）に示します。本研究用に
選んだ標準試料の組み合わせでは、参考値しか利用できな
かった Na を除く測定したすべての元素に対して、不確か
らしさの見積りと共に認証値が示されています。参考値に

対する Na の回収率は 99.0% でした。また、測定した残り
の元素のデータは、片方の標準試料または両方の標準試料
のいずれかの不確からしさの範囲内に入りました。認証値
と一致しなかった元素（たとえば、V、Cr、Cd）の場合、
SRM 1598 の認証値はメソッドの DL 以下でした。Na、As、
Ni、Pb は、SRM 1598 でのみ参考値として引用しました
（表 3）。
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図 3. 90 サンプル測定後の、インターフェイスおよび試料導入装置の写真。サンプラおよびスキマーコーンに
わずかなマトリックスの付着物が認められる。2.5 mm のインジェクタトーチには、付着物がほとんどない。
スプレーチャンバおよびネブライザーブロックの血液付着物は、次亜鉛素酸ナトリウム溶液にて除去。

表 3. SRM NIST 1598 および標準試料 Seronorm MR9067 に含まれる目的元素の認証値。
比較のために、希釈前のサンプルに計算されたメソッドの DL を示す。

NIST SRM 1598 Seronorm MR9067
微量元素 ウシ血清 (ng/g) ヒト血液、レベル2 (ng/mL) DL (ng/mL)
Al 3.7±0.9 39–71 0.8
As 0.2* 10.6–11.8 0.1
Cd 0.089±0.016 4.8–6.0 0.1
Co 1.24±0.016 4.6–5.8 0.1
Cr 0.14±0.08 5.1–6.3 1.0
Cu 720±40 NA 0.4
Fe 2550±100 NA 19
Mn 3.78±0.32 10.1–13.3 0.1
Mo 11.5±1.1 5.3–6.7 0.1
Ni 0.7* 5.1–8.6 0.2
Pb 0.6* 373–417 0.1
Sb NA 25–28 0.5
Se 42.4±3.5 114–130 0.2
V 0.06* 3.1–4.2 0.1
Zn 890±60 NA 3.0

主要元素 (µg/g) (ng/mL)
K 196±5 NA 100
Mg 20.0±0.4 NA 1.5
Na 3000* NA 5.0
*は参考値のみを表す

NAは不適用を表す



マトリックスマッチングと内部標準元素
選択の重要性

MR 9067 に含まれる As および Se のデータは、認証され
た平均値に比べるとやや高めになっています。これは、こ
のマトリックスの炭素含有量が高めであることに由来する
可能性があります。希釈液中の 1-ブタノールのレベルを
0% から 3% v/v へ高めると、これらの測定対象元素の回収
率は減少し 100% に達します（図 5）。1-ブタノールを希釈
液に添加しない場合、As および Se の回収率は、1-ブタ

ノールを 1.5%（v/v）添加した場合に得られる回収率と比較
して、平均認証値よりも大幅に高まります（それぞれ、94%
および 72%）。両方の標準試料に含まれる As および Se に
対して、標準添加法を使用することによって、両サンプル
に対して完全なマトリックスを調整できました。Se の回収
率はそれぞれ、NIST SRM 1598 で 95.8%、Seronorm
MR9067 で 99.9%、また、As の回収率は Seronorm
MR9067 で 102.6% でした。図 5 では、両方の元素に炭素
を添加した効果が、わずかに異なることを示しています。
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図 4. 取得されたデータを認証データに関連付けて表示したもの。a）ヒトの血液 Seronorm MR9067、
b）ウシ血清 SRM NIST 1598。エラーバーは、取得されたデータの拡張した不確からしさ、および
標準試料の認証されている範囲を表す。同位体の後の番号は、使用されたチューンステップを示す
（#1 = H2、#2 = He、#3 = ガス無し）。
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本研究で得られたデータによると、As の場合は 3% の添加
が最適です（平均回収率 95.4 ± 2.3%）。一方、このサンプ
ルに対する 1-ブタノールの理想的な添加量ほぼ2%です。

プラズマ内でのマトリックス成分がイオン化に影響を与え
るような元素の場合、精度を上げるために、マトリックス
マッチングを十分に行う必要があります。それができない
場合には（たとえば、異なるサンプルの炭素レベルが大き
く変化するなど）、有機炭素マトリックスを破壊するために、
密閉容器を使用したマイクロウェーブ分解などの別のサン
プル前処理を使用する方が良い場合があります。ただし、
サンプルの処理数が大きい場合、サンプルの前処理を含め
た分析時間が大幅に増加します。

スパイク回収率データ

両物質の測定対象元素である微量金属に対して、2 ～ 4 の
異なるレベルで添加回収実験を行いました。濃度には、オ
リジナルの目的元素濃度の 2 ～ 5 倍の範囲を使用しまし
た。この添加回収実験における唯一の例外はMR9067 の Fe
でした。分析前に認証値または参考値が利用できなかった
こと、そして、添加したスパイク濃度（20 ng/mL）が、定
量されたサンプル濃度（400 ± 5 µg/mL）よりも十分に高く
なく、有意義な回収率データを得られなかったことが理由
です。分析対象微量金属ですべての添加回収率結果は、表
4 に示されています。

すべての元素のスパイク回収率は 100 ± 20% 以内に入り、
Fe、Se、Mo を除いた場合は、100 ± 10% 以内に入ります。
Se の回収率が高いのは、炭素含有量のマトリックス調整が
1.5% の 1-ブタノールでのみ行われたことによると考えられ
ます。HR-ICP-MS を使用してサンプルを分析した場合、
Mo も高回収率が確認されました。この効果については、
現在さらに調査中です。
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図 5. 希釈液に異なるレベルの 1-ブタノールを添加した場合の Seronorm
全血（レベル 2）に含まれる As および Se の回収率。

表 4. 両標準試料について得られた平均添加回収率の結果

NIST SRM 1598 Seronorm MR9067
ウシ血清 ヒト血液レベル2

100% ±5% Al, V, Cr, Mn, Cu, Zn,Cd, Sb, Pb Al, V, Cr, Mn, Co,Ni, Cu, Cd

100% ±10% Co, Ni, As Zn, As, Sb, Pb

100% ±15% Fe, Se Se

100% ±20% Mo Mo

Seronorm全血－MR9067

回
収
率
（
％
）

1-ブタノール含有量（%v/v）



結論

単純に希釈した、分析の困難な臨床マトリックスに含まれ
る多元素を分析するための、高いサンプル処理能力（バッ
チあたり最高 100 サンプル）を持つ堅牢な CRC-ICP-MS メ
ソッドを開発しました。メソッドの堅牢さは、10 時間の連
続分析においてシグナルのドリフトが最小限に抑えられ、
頻繁にリキャリブレーションをする必要がなかったことで
証明されました。本メソッドの DL は、前回使用した HR-
ICP-MS メソッドの DL に匹敵します。試料導入装置が堅牢
であるため、臨床マトリックスの希釈レベルを下げること
により、さらに DL を改善することも可能です。ng/mL ～
mg/mL の濃度レベルに渡り認証データが利用できた場合
は、両標準試料に含まれるすべてのターゲット元素が、認
証値の不確かさ内に入りました。すべての元素の添加回収
率は 100 ± 20% 以内に入り、Fe、Se、Mo を除いた場合は、
100 ± 10% 以内に入りました。
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