
285

報 文

電気透析による生体試料中金属の抽出法に関する研究

今成登志男R, 大久保 登, 早川 和一, 宮崎 元一*

(1978年11月7日 受 理)

生 体試 料 中の 金 属 を 電 気 透 析 試 料調 製 器 に よ って陽 イ オ ン と して直 接 抽 出 す る方 法( A法)と EDTA一

金 属錯 体 と して陰 イ オ ン と して抽 出 す る方 法(B法)に つ い て条 件 の検 討 を行 った.

A法 の 条件 は泳 動 液0.05N酢 酸,電 流 密 度15mA/cm2,抽 出時 間(20～40)分,B法 の条 件 は泳

動 液0.05N水 酸 化 ア ンモ ニ ウム-1 mM EDTA,電 流 密度20mA/cm2,抽 出 時 問(20～40)分 で あ っ

た.A法 で は鉄(III),銅(II)の 回 収 率80%,亜 鉛(II)ρ 回 収率 は90%,一 方B法 に つ い て は鉄(III),

亜 鉛(II)の 回 収 率100%,銅(II)の 回 収率 は95%で あ っ た.た ん 白質 と して牛 血 清 ア ル ブ ミン,電

解質 と して 塩化 ナ トリウ ムの 共 存 の 影 響 を 調 べ た 後,B法 を 血 し ょ う中 の ア ル ブ ミン結 合亜 鉛 の 分 析 に

応用 した.

1 緒 言

金属 の測定機器 は近年,精 度及び感度において も著 し

い発展を遂げているが,自 然界に存在す る金属の分析に

広 く応用す るためには試料 の前処理が重要であ る.

著者 らは原子吸光法を用いて生体内金属を存在 様態 に

基づいて分画分析する研究 の一環 として金属を電 気透 析

に よって分離 ・抽 出す る前処理法を検討 した.電 気透 析

器には著者 らの開発 した電気透析試料調製器1)を使用 し,

生体 内金属に応用す るため の基礎的条件を調べ るととも

に,血 しょう中亜鉛 の分画分析への応用を試みた.

2試 薬及び装置

2・1 試 薬

試薬 類 はす べ て 市 販特 級 品 を使 用 し,金 属 に つ い て は

硝 酸塩 を用 いた.陰 イ オ ン交 換 膜 は 旭 化 成 工 業 製Aci-

plexR A-201,陽 イオ ン 交換 膜 は 同社 製AciplexR K-

101の 供 与 を 受 け た.セ ルロー ス膜 はVisking Co.製

のC-65を 使 用 した。

2・2 装 置

2・2・1 電気透析器 先 に 報 告 した 電気透析試料調

製器1)を使用 した(Fig.1).陽 極室,陰 極室には各々20ml,

抽 出室には2mlの 泳動液を入れ る.試 料室 には2mlの

試料 を入れて泳動 を開始す る.泳 動 条件は各 図表に示 し

た.隔 壁の面積 は2cm2で あ る.電 極 には白金板 を用 い

た.安 定電源装置には ミツ ミSJ-1061型 を使用 した.

(A)

(B)

2・2・2 原子吸光分析 装置 日立製作所製308形 二

波長原子吸光分光光度計 を使用 した.

3実 験及び実験結果

3・1 電気透析の条件

金属 イオ ンを酢酸 の泳動液 で陰極側に抽 出 す る 場 合*金 沢大学薬 学部:石 川県金沢市 宝町13-1

 Fig. 1 Electrodialytic sample preparator
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(A法 　 とEDTAと 錯体を生成 させ てア ンモニアを泳

動液 として陽極側 に抽 出す る場合(B法/の 二つ の方法

につ いて泳動条件 を検討 した.

3・1・1 A法(金 属イオ ンと しての抽 出)装 置Aを

使用 し,金 属 イオ ソと しては鉄(III),銅(II),亜 鉛(II)を

用 いて泳動条件 を検討 した.泳 動液 にはTsunakawa2》 が

電気抽 出で用 いた0.05N酢 酸 を 適用 し,抽 出時間を20

分 に設定 して,電 流密度 を変化 させなが ら抽 出室 への金

属 の移行 を原子 吸光 法で 測定 した(Fig・2)・ 回収率 は

抽 出室 に捕集 された金属イオ ン量 を試料 中金属 イオ ンに

対す る割合(%)で 表 した ものである.電 流密度5mA/

cm2以 上で銅(II)は 約80%,鉄(III),亜 鉛(II)は90%

の回収率 で一定 になった.酢 酸濃度を0・IN,0.5Nに

して も回収率 に大 きな変化 が見 られなか った.

3・1・2 B法(金 属-EDTAの 抽 出)装 置Bを 用 い

て鉄(III),銅(II),亜 鉛(II)をEDTA錯 体 と して 抽

出す る こ とを試 み た.泳 動 液 と して0・05N水 酸 化 ア ン

モ ニ ウムー1mMEDTAを 用 い て 抽 出 条件 を 検 討 した

(Fig。3　 .電 流 密 度10mA/cm2以 上 で銅(II)は95%・

鉄(III　 ,亜 鉛(II)は ほ ぼ100%の 回収 率 が 得 られ た.B

法 に お い て も水 酸 化 ア ンモ ニ ウ ムの 濃 度 を0.1N,0.5N

に 代 え て も回 収 率 へ の影 響 は 見 られ な か った.

3・2 共存 物質の 影響

生体試料中には通常,た ん白質や電解質が多 く含 まれ

るので本法を適用す るに際 して これ らの共存物質 の妨害

が考 え られ る.共 存物質 と して塩化 ナ トリウム及び牛血

清 アル ブ ミソ(BSA　 を用 いて金属 の回収率 に及ぼす影

響を調べた。 銅(II),亜 鉛(II)の 抽出に 及 ぼす 塩化ナ

トリウム共存 の影響 をA法,B法 について調べた結果を

Tablelに 示 した.A法 では0。05M塩 化ナ トリウムま

で,B法 では0.1Mま での塩化 ナ トリウムの共存で回収

率に大 きな影響を与えない ことを示 してい る。

次にたん白質の影響 を調べ るためにBSAを 共存 させ

て銅(Ill,亜 鉛(II)/の 回収率 を検討 した(Table2)・

8法 ではBSAが3%共 存 していて も銅(II),亜 鉛

(II)の 回収率 に 影響が 見 られない。A法 においては

BSAの 共存 で銅(II)の 回収率は著 しく抑え られたが,

亜鉛(II)に ついてはBSAが2%共 存 して も影響は比

較的少なか った.

3・3 ヒ ト血 しょう中亜 鉛の分画分析への応用

ヒ ト血 しょう中 の 亜鉛は 主 に 農ガマ クログロ ブ リ ン

(α2-M)と アルブ ミン(Alb)に 結合 して存在するが,

各 々に含 まれ る亜鉛を分画 して定量することが臨床的 に

Fig. 2 Effect of current density on the extraction 

of metals by Mode A

Fig. 3 Effect of current density on the extraction 

of metals by Mode B

Table 1 Effect of NaC1 concentration on the 

extraction of metals
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も重要視 され てい る.

Girouxら3)が 最近開発 したポ リエチ レング リコール

(PEG)で α2-MとAlbを 分画後,原 子吸光法(AAS)

で亜鉛 を定量す る方法は簡便 であるが,Alb分 画中の亜

鉛を 定量す る 際にPEGを 含 んだ ままAASで 分析 し

てお り,試 料の粘度が高いため測定値にば らつ きが見 ら

れ正確 な定量は困難 である.

著者 らは ここに上記 の電気透析法(B法)を 応用 し,

次の ようなAlb結 合亜鉛 の定量法を確立 した.簡 便 法

として血 しょう中の総亜鉛を直接希釈法に よってAAS

で測定すれば α2-M結 合亜鉛 も計算で求め られ る.

3・3・1 ヒ ト.ア ル ブミン 結合亜鉛 の 定量 ヒ ト血

しょう1mlに20%PEG(0.05Mト リス塩酸緩衝液

一〇・02%ア ジ化ナ トリウム中,pH7.1)lmlを 加 え,

3。Cで10分 間放置後,遠 心分離 する。上 清1mlを 採

り,0.05N水 酸化ア ンモニ ウムーlmMEDTAlm1を

加 え試料 とし,装 置Bを 用いて泳動条件:0.05N水 酸

化 アンモニ ウムー1mMEDTA,20mA/cm2,40分 間で

電気透析 し,抽 出液 中の亜鉛をAASで 測定す る.電 気

透析の回収率 は90%で あ り,測 定値 を補正す る.

3・3・2 血 しょう中総亜鉛の定量 血 しょうを0.05

N水 酸化ア ンモ ユウムーlmMEDTAで5倍 希釈 し,

直接AASで 亜鉛を分析す る.

α2-M結 合亜鉛 は ここに得 られた 総亜鉛 と3・3・1で

得 られたAlb結 合亜鉛 の差で求め られ る。

3・3・3 ヒ ト血 しょう中亜 鉛の 測定結果 ヒ ト血 し

ょう,3例 への応用 の結果を次に示す.

4 考 察

本実験 で電気透析器 に用 い られ る各種 の膜は金属 イオ

ソを吸着 しない ことが必要条件であ る.そ こで膜 の金属

吸着性を検定す る方法を設定 して膜 の選択に利用 した.

Table4は 鉄(m),銅(II),亜 鉛(Il/に ついてA法

及びB法 の泳動液中におけ る膜 の金属吸着を調べた結果

であ る。Table4の 下欄 に示 す条件下 での3%以 下の

吸着は0%と して表示 した.A法 では半透膜 としてセル

質一ス膜 を 使用 してい るが,銅(Illが やや吸着 しやす

い。Fig・2,3で 銅 の回収率 が亜鉛 に比 してやや低いの

は この吸着 も原 因 と考 え られ る.ア セチルセル ロースや

ニ トロセル ロース膜 は銅(II)の 吸着が 少 ないが,物 理

的強度 が 十分 でな く使用 できなか った.又,A法 で使

用 している 陰 イオ ン交換膜(AciplexRA-201)に は鉄

(III),銅(II),亜 鉛(IDの 吸着 は全 く見 られ なか った.

B法 において金属 はEDTA錯 体 として存在 し,装 置B

Table 2 Effect of bovine serum albumin (BSA) 
concentration on the extraction of metals

Table 3 Determination of zinc in human plasma 

 (14/m1)

Table 4 Adsorption of metals on membranes (%)

Experiment : A test membrane (1  x  4  cm) was immersed in 3 ml of carrier solution containing Fe(III)  (1  .0  p,g/m1), Cu(II)  (0 .5  p,g/m1) 
and Zn (II) (0.5  p.g/m1), and kept for 1 h with occaisional shaking. The concentration of metals in the solution was measured by 
AAS and compared with that of the original solution.
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に使用 してい る セ ルロー ス膜や 陽イ オ ン交換膜(Aci-

plexR K-101)へ の吸着は見 られない。

電気透析の条件はA法 では0.05N酢 酸,15mA/cm2

(20～40)分 間,B法 では0.05N水 酸化 アンモ ニウム-1

mM EDTA,20mA/cm2,(20～40)分 間が共存物質の少

ない場合普遍的な条件 として用い られ る.電 流を これ以

上 流す と電圧は170Vを 越え泳動液が発熱す る.電 解質

やたん白質が共存す る場合は3・2の 実験結果が示す よ う

に応用す る試料 と目的を考慮 して条件を設定す る必要が

あ る.B法 は アンモ ニア・アル カ リ性で電気透析す るため

にたん白質を多 く含む試料に適用 して も通常,た ん白質

は溶解 していて析出 しない.こ の よ うな理 由か ら3・3・1

のPEG処 理上清への応用はB法 を適用 して抽出時間を

検討 した(Fig.4).

塩化 ナ トリウム及 びアルブ ミンの影響を考慮 して最終

的に4倍 希釈後,Fig.4に 示す条件 で 経時的に亜鉛 の

回収率を測定す る と抽 出時 間(30～40)分 で回収率は湿

式灰化 して得 られ た値 の90%で 一定 となった.測 定値

を この回収率 で補正す る とAlb結 合亜鉛 を正確 に定量

で きる.Girouxら の報告3)に もあるが,Table3の と

お りヒ トの 血 し ょう中 の α2-Mに 結合 した 亜鉛 は比較

的一定で あ り,Alb結 合亜鉛が生理的 に変動 しやす いこ

とが うかがわれ る。この結果か らもAlb結 合亜鉛 の定

量法が臨床的に広 く応用 され る と思われ る.

5 結 語

イオ ン交換膜 を使用 した新 しい タイ プの電気透析器を

用 いて,生 体試 料中の金属 をイオ ンの まま,又 はEDTA

錯体 として分離,抽 出す る条件を検討 した.

本法 は試料 の ク リー ン ・ア ップばか りでな く,試 料室

と抽出室の容量比を大 き く変 えた り,試 料をポ ンゾで送

ることに よって濃縮に も使用 できる利点があ り,今 後の

発展が期待 され る.

終わ りに,イ オ ン交換膜を御 供与 くだ さった旭化成工

業(株)並 びに 装置の 一部を 御貸与 くださった 第一製薬

(株)に 深謝 します.

1978年10月,日 本 分 析 化 学会

第27年 会 に お い て一 部 発 表
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☆

 Studies on the electrodialytic extraction of 
metals from biological materials. Toshio IMANARI, 
Noboru OKUBO, Kazuichi HAYAKAWA and Motoichi 
MIYAZAKI (Faculty of Pharmaceutical Sciences, Kana-
zawa University, 13-1, Takara-machi, Kanazawa-shi, 
Ishikawa) 
 The extraction of metals from biological materials 

by an  electrodialytic sample preparator was studied. 
Two procedures are proposed in this method : one 
depends on the extraction of metals as cationic ions 

(Mode A) and the other depends on the extraction 
of metal-EDTA complexes as anionic ions (Mode  B). 
The basic conditions for Mode A are : carrier solu-
tion; 0.05 N CH3COOH, current density; 15 mA/cm2, 
extraction time;  (20-,40)  min. The conditions for 
Mode B are : carrier solution; 0.05 N  NH4OH-1 mM 
EDTA, current density; 20  mA/cm2 and extraction 
time;  (20,,,40)  min. The recoveries of  Fe  (III), 

 Cu  (II) and  Zn  (II) in Mode A were 90, 80 and 90%, 
and in Mode B the recoveries were 100, 95 and 100% 
respectively. The effects of electrolytes and proteins 
on the extraction of metals were examined, and the 
application of Mode B for the determination of 
albumin bound zinc in human plasma was carried 
out as follows : the supernatant containing albumin 
bound zinc was obtained by polyethylene glycol 
treatment3) and  subjected to electrodialysis for 40  min 
according to the conditions described in Mode B. 
Albumin bound zinc in the extract was determined 
by atomic absorption spectrometry  (AAS). Total 
plasma zinc was measured according to direct dilution 
method by AAS and a2-macroglobulin bound zinc 
was obtained by the difference.

(Received Nov. 7, 1978)

 Keywords 

Albumin bound zinc 

Biological materials 

Electrodialysis 

Metal ions 

Sample preparator

Fig. 4 Electrodialytic extraction of zinc in the 

supernatant separated by PEG treatment 

from human plasma

 Condition-Carrier  soln.  : 0.05 N  NH4OH-1 mM 

EDTA, current  density  : 20  mA/cm,  ;  Sample-The 
supernatant (see in the text) 1 ml+carrier  soln. 1 ml


