
「環境化学（微量元素）」【2010.10.7 修正版】＊尿中砒素の測定は実施しません。
担当教室：人類生態学教室　
担当教員：小西祥子（医3別棟6階S603　内線23529　メールmoe@humeco.m.u-tokyo.ac.jp）

集合場所：医3別棟E604

集合時間：下記の注を参照

注：学生は事前にA・Bの２グループに分かれておいてください。Aグループは13日9:30に集合し「微量元素」、14日10:00に集合し「大気」の実習を行い、Bグループは13日10:00に集合し「大気」、14日9:30に集合し「微量元素」の実習を行います。
1 実習のねらい
　尿中の汚染物質（砒素）と微量栄養素（ヨウ素）の濃度を測定し、生体試料を用いた環境評価方法について学ぶ。
2 概要
 本実習では、生体試料としては尿を用い、有害元素の一つである砒素（arsenic、As）の尿中As濃度を測定する。また、必須微量元素の一つであるヨウ素（iodine、 I)の尿中濃度を測定し、環境汚染のみならず、栄養素の摂取についても生体試料を用いた評価が可能であることを学ぶ。これらの元素は、いずれも海産物に多量に含まれているので、多量に海産物を摂取した場合にこれらの測定値に変化が認められるか否かをあわせて検討する。　

3 背景
3.1 環境の生物学的評価
　「環境」を測る上で、環境媒体そのものの物理的・化学的属性を測定することは重要であるが、それだけでは不十分な場合、あるいは生物体内に取り込まれた環境因子を測定する方がよい場合もある。「環境の生物学的評価」とは、生物個体（の反応）あるいは組織（の反応）などを材料として環境評価を行うということであり、「指標生物による環境汚染度評価」などもこの範疇にはいる。ここでは「生体試料を用いた環境評価」の例として、尿中の汚染物質（砒素）と微量栄養素（ヨウ素）の測定を実習する。
3.2 生体試料
　大気や水から体内に取り込まれて健康に影響を及ぼす化学物質を考えるとき、そもそもそれが環境中に存在するだけで体内に取り込まれなければ影響は起こらないし、取り込まれる量や排泄の速度は、環境が同一であっても個体差が大きい場合がある。また、長期にわたって取り込まれ、体内の蓄積量が次第に増加したときにはじめて影響が出現する物質については、断片的な環境測定の結果では何もわからないかもしれない。家庭と職場では取り込む量が全く異なるというケースもあるだろう。これらの場合、環境そのものの測定だけでなく 生体から得た試料について該当する要素を測定することが有用となる。 生体試料としては、血液・尿・毛髪・爪などが通常用いられるが、硬組織に蓄積されやすい物質（例えば鉛）について、歯や骨中の濃度をはかったり、皮膚や生検で得られた組織を用いることもある。どれが最も適切であるかは個々の物質によって異なるし、フィールド調査などの場合、血液を用いることが技術的あるいは文化的な理由で難しいとケースもあり得る。
3.3 元素分析の手法
　頻繁に用いられる手法として、元素に特有の化学反応などを利用する化学的分析、元素の光学的性質を利用する光学的分析、元素の種類による質量の違いを利用する質量分析（mass spectrometry；MS）などがあり、一般的にこの順に特異性・感度とも高くなる。
　Asの分析には光学的分析の一つ、原子吸光法（Atomic Absorption Spectrophotometry ；AAS）を用いる。AASは、原子の吸光スペクトルが元素の種類によって異なる、つまり元素の種類によって特定の波長の光を吸収するという元素の光学的性質を利用した定量法である。Ｉは光学的には分析しにくい元素であるが、尿中の濃度は比較的高く、それほど高感度を要しない一方で、優れた化学的分析法があるので、これで定量を行う。
　これらの分析では、測定対象元素がイオンあるいは裸の元素の形で存在することが必要であり、また、有機物が共存すると測定を妨害するので、対象元素が複雑な化学形態のをとっている場合はこれを分解し、有機物は分解除去しておく必要がある。このために、測定する試料（尿）を酸化剤の共在下で長時間加熱するという操作を行う。これが灰化（ashing；厳密には湿式灰化 wet-ashing、 wet-digestion）と呼ばれる操作である。灰化の方法は対象とする試料・元素によって異なるが、As測定のための灰化は10時間近く必要なため、実習時までに済ませてある。I測定の灰化は１時間で終了するので、これは実習中に行う。
3.4 クレアチニン補正
　As、Iを含め、尿中排泄量を用いて曝露量あるいは栄養状態の評価をする場合、本来は１日分の蓄尿を行って、一日あたりの排泄量を測定する。様々な制約から蓄尿を集めるのが困難な場合は、本実習のように随時尿（spot urine）を用いた測定で代用する。この場合、排尿と飲水などのタイミングによって、尿の希釈度が大きくかわり、そのことによって測定物質の濃度がかわってしまうことが多い。そこで、内因性の代謝物であるクレアチニン排泄量を測定し、クレアチニン一定量あたりの被験物質（ここではAs、I）の量として、尿中排泄を評価することがよく行われる。クレアチニンは１日あたりの排泄量が比較的一定した物質であるので、一定量のクレアチニンは一定の時間に相当するという考え方である。ただし、クレアチニン測定は万能ではないし、いつでも正しいというわけでもなく、As、Iについて補正しなくてよいという主張もある。
4 実習の手順
4.1 海産物の摂取と採尿
＊10月5日（火）午後5時までに医3別棟5階S503前の廊下にある冷蔵庫に提出すること。採尿用カップとプラスチックチューブ（各２）は9月30日（木）までにこの場所に置いておくので事前に取りにくること。
１回目の採尿

↓

昼食あるいは夕食時（両方でもよい）に、なるべく多量の（200g以上が望ましい）海藻類（ヒジキなど）あるいは魚介類（ホタテなど）を食べる（種類と個数（可能な限り重量も）を記録する）

↓

２回目の採尿（上記の食事の　12-24時間　が望ましい。起床時の尿はなるべく避ける）

※プラ試験管には　黒マジックで自分の学籍番号および（摂取）前、（摂取）後、の区別を記入しておく。
※実習当日、Excelの入ったノートパソコンを持っている人は持参してください。
4.2 尿中砒素（arsenic）の測定【変更：尿中砒素は測定しません】
　 

4.3 尿中ヨウ素（iodine）の測定

　ヨウ素は甲状腺ホルモンの活性に必須な構成元素であり、欠乏・過剰によって甲状腺機能の異常・甲状腺腫が生ずる。また、甲状腺ホルモンは中枢神経の正常な発達に必須であり、発達期におけるヨウ素の不足は発育や知能発達の重篤な障害（クレチン症）の原因となる。ヨウ素は主として海産物に含まれるため、内陸で地域の産物のみを食べているような集団は、ヨウ素欠乏を起こしやすい。そのような集団は世界的には数多く存在し、欠乏のリスク人口は億の単位である。
　ヨウ素に関する栄養状態を知るには、血中の甲状腺ホルモンとそれに関連する指標（TSHなど）を調べる方法もあるが、ヨウ素の摂取を評価するには尿中へのヨウ素の排泄量を測定すればよい。
※測定の原理と概要

　本実習では、酸化還元を利用した化学的方法により尿中ヨウ素測定を行う。Sandell-Kokthoff 反応と呼ばれる以下の反応において、セリウム（Ce）が還元される（これにカップルして砒素（As）が酸化される）反応を、Ｉが（自分自身も酸化還元を繰り返すことにより）触媒する。Ceの還元される速度は、反応に関与するＩの量で決まるため、その減少速度を測定すればＩの量が測定できる。
　2Ce(IV）　＋　2I-　→　2Ce(III）　＋　I2

　　As(III）　＋　I2　　→　As(V）　＋　2I-　　

Ce(IV）は黄色で、Ce(III）は無色なので、黄色の呈色が消失していく様子を追跡すればよいことになる。原理的には吸光度の変化を測定する rate assay であるが、一定時間反応した後の吸光度を測定する Endpoint assay が用いられる。この反応は、特異性・感度共にすぐれてはいるが、多くの有機物が共在すると反応を妨害する。そこで、Asの測定同様に湿式灰化を行って、有機物を予め分解しておく。Ｉ測定は試料量が少なく、灰化も短時間で終了するので、操作もここから始める。　

※試薬（調製済）

･　I標準液：　10　mgＩ/mL　ヨウ素酸カリウム溶液（保存用：stock solution）

_
30％（w/v）　過硫酸アンモニウム溶液

_
1％（w/v）　亜ひ酸溶液

_
1.2％（w/v）　硫酸セリウムアンモニウム溶液（硫酸酸性）

4.3.1 Ｉ希釈系列の調製　（濃度が　0、 50、 100、 200、 400 ng/mL　のＩ標準溶液を作る）

すなわち；

ｉ）保存Ｉ標準液（10　mgＩ/mL）100μLをチューブ（“青キャップ”）にとり、 milli-Q水（精製水）で10mLにメスアップする（目盛り線を信用してよい）。これで100倍希釈溶液ができる。この溶液を、同様の操作で再び希釈し、100×100＝10,000倍希釈溶液（1 μg/mL）を作る。
ii）上記1μg/mL溶液400μL　＋　milli-Q　600μL　をエッペンドルフチューブで混和し、400 ng/mL 溶液を作る。同様にして1μg/mL溶液から　200、100、50、0 ng/mL 溶液を作る。
4.3.2 試料（尿）の湿式灰化：

ｉ）試料（尿サンプル、Ｉ希釈系列、標準物質のいずれか）50μLを、灰化用マイクロプレート（PP：半透明）に、ピペットを用いて分注する。
標準物質は、Ｉ濃度が予めわかっている尿であり、high・medium・low の３種類がある。これは１ウェルずつ。
どのウェルに何を分注したかをプレートテンプレートに記録すること。
ii）過硫酸アンモニウム溶液（酸化剤）100μLを分注する［マルチディスペンサーを用いる］

iii）プレートホルダーのフタをあけ、シリコンシート（3mm厚：薄い方）、マイクロプレート、シリコンシート（5mm厚）の順に置き、フタをしめてハンドルを回し十分に圧着させる。
iv)　予め110℃（±10℃）にしたオーブンにプレートホルダーを入れ、60分間加熱。60分後にオーブンからプレートホルダーごと取り出し（すぐにあけようとしないこと!!：熱酸が飛び出して大変に危険）、フタを閉じた状態のままで、まず底面を氷で冷却し、続いて全体を5分以上冷やす。［冷却後、室温に取り出したら数時間程度の放置可］。
4.3.3 酸化還元反応

ｉ）プレートホルダーが冷却されているのを確認したら水滴をぬぐってからフタをあけ、マイクロプレートを取り出す。灰化後の溶液がほぼ透明であることを確認する。
　＊注：色の異常が見られたら（黄色が残る、黒変など）、そのウェル番号を記録しておく（これらの場合は尿を希釈して灰化し直す必要がある）。
ii）各ウェルの液から50μLをピペットでとり、（底面がよごれぬようアルミホイルの上に置いた）反応用マイクロプレート（PS：透明のもの）の対応する位置に移す。
　＊注：ウェルに沈殿ができている場合はこれを吸わないように。
ii）As溶液100μLを加える［マルチディスペンサーを用いる］。
iii）Ce溶液50μLを加える。この操作は一端はじめたらなるべく早く最後まで（できれば１分以内）分注する［８チャネルあるいはマルチディスペンサー］。
iv）ただちにプレートリーダーに入れ、測定プログラムをスタートする。プレートは25℃に保たれ、40分後まで５分おきに各ウェルの吸光度（405nm；Ce4+の吸収光) を測定して記録するようにプログラムされている。
＊参考：スタート直後のブランクの吸光度は～2.0前後、400ng/mlが0.1前後になった時点では1.6前後、対数変換後の回帰直線では、ブランクが0.15、400ng/mlが-0.9程度になる（0010測定）。
4.3.4 結果の処理と計算［ｉ、iiは実習当日；iiiは個人レポート作成時］

i）測定結果から、400 ng/mlのスタンダードの吸光度が0.2～0.3となるような時点をさがし（通常は20-30分程度）、その測定値を用いて以下の計算を行う。
ii）横軸にI濃度を、縦軸に吸光度の対数をとることで、ほぼ直線（右下がり）の検量線 (Standard Curve)が得られる。検量線について、duplicate間の再現性、直線性（少なくともr=0.98）を検討する。
iii)検量線が直線にならない場合は、他の測定時点のデータを使って検量線を作成し比較し、直線性が最も良い時点の検量線を計算に用いる。

iv)  標準物質の値を計算し、基準値と比較して測定結果の妥当性を確認する。

v)  尿サンプル中のヨウ素濃度を計算する。
V) またクレアチニン補正（後述）したヨウ素濃度（ng/mg creatinine）も求める。
4.4 尿中クレアチニン量の測定　

※測定方法

　測定法としては、Jaffe反応に基づく各種方法が汎用されていることから、Jaffe反応 を利用した特異性の高いキット（クレアチニン-テストワコ−）を用い測定する。 

[キットの構成]

①除蛋白試薬：タングステン酸ナトリウムリン酸を含有 

②ピクリン酸試薬：ピクリン酸 22mmol/l

③0.75N水酸化ナトリウム溶液：水酸化ナトリウム 0.75mol/l 

④クレアチニン標準液：クレアチニン 10mg/dl [測定原理]

試料に除蛋白試薬を加えて遠沈後、上清を分離する。上清にピクリン酸を作用させると、試料中のクレアチニンはアルカリ溶液中でピクリン酸と反応して橙赤色の宿合物 を生じる（Jaffe反応）。橙赤色の吸光度を測定することにより試料中のクレアチニン濃度を求める。

1. 尿試料50µLとmilliQ 450µLを混合し、10倍希釈尿を作成する。
2. 検量線のための標準液系列を、エッペンドルフチューブに作成する（0, 2.5, 5.0, 7.5, 10 mg/dL）。
S0（0 mg/dL）
200µL milliQ


S1（2.5 mg/dL）
50µL 標準液原液＋150µL milliQ


S2（5.0 mg/dL）
100µL 標準液原液＋100µL milliQ

S3（7.5 mg/dL）
150µL 標準液原液＋50µL milliQ


S4（10 mg/dL）
200µL 標準液原液

3. 10倍希釈尿と標準液系列を50µLずつ別のエッペンドルフチューブに移し、除タンパク試薬を300µLずつ加える。 

4. よく混合し、室温で10分間放置する。

5. 尿に混濁を認めた場合は遠心分離 (2500r.p.m.以上で10分間）する。混濁がなければ遠心の必要ない。 

6. 尿試料と標準液系列を100µLずつ対応する反応用プレート（透明）に移す。

7. 50µLのピクリン酸試薬を、マルチディスペンサーを用いてプレートの各ウェルに加える。

8. 50µLの0.75mol/L水酸化ナトリウムを、マルチディスペンサーを用いてプレートの各ウェルに加える。
9.　25-35℃に設定したプレートインキュベーターの中に20分間放置する。

10. 次の30分以内に分光光度計 (λ=520nm) にて吸光度を測定する。 

5 結果の提出（実習当日）

・Iとクレアチニンそれぞれについて、以下のデータをExcelファイルとし、メールで小西に提出（グループでも控えのデータを保管しておく）。
1．希釈系列（検量線）の吸光度の値［OD］

2. 標準物質の計算値（NIST；　Ｉ-High、middle、low）　

3. 各人の学籍番号、性別、年齢、Iとクレアチニンの（海産物摂取）前・後の尿中濃度、摂取した海産物の種類・量、採尿（前・後）の時刻と海産物摂取後の経過時間

→全てのデータをまとめて人類生態学教室HPにアップ（http://www.humeco.m.u-tokyo.ac.jp/jp/index.html）するので、これをもとにレポートを作成（下記参照）する。
6 レポート（提出期限10月29日（金）午後5時　小西宛（moe@humeco.m.u-tokyo.ac.jp）にメールで提出のこと）

　目的・方法については繰り返す必要はない。上記４の項に述べた測定結果をweb page よりダウンロードし、各自でまとめた結果の数値および統計検定結果を示し、その考察とともにレポートする。特に以下の点についての考察を望む（A4に１枚程度）。レポートには、測定の際にペアになった人の名前を記載すること。
※測定はうまくいったのか？　検量線の直線性、再現性、標準物質の値などから考察せよ。
※正常値などとの比較。
全体を通じてどのようなバリエーションがあったか？それを説明するような要因が見つかるか（例えば性別、採尿時刻など）？

※海産物摂取の効果。摂取の前後で統計検定を行う。
Ｉの尿中排泄量は海産物摂取後に増加したか？　例えば、魚介類を多食すると平均的な自分の食事と比較してどれほどＩの摂取を増加させたことになるだろうか？

※クレアチニン補正：補正しない場合の値（ng/mL）と比較して、結果はどう変わるか（例えば男女差などは補正の有無でどう変わるか）？クレアチニン補正することに問題はないだろうか？実際、開発途上国などにおけるヨウ素欠乏を評価する手段として、集団（N=40くらい）のスポット尿中Ｉ濃度の中央値を用いる場合、WHOではクレアチニン補正することを勧めていない。どんな場合に補正に問題が出てくるのだろうか？

※　その他、実験中に起きた問題点、感想など何でも。
7 参考資料

7.1 尿中・環境中Asの報告値あるいは基準値　

＊“正常値”

・日本人　平均　約75　［μg/L］　（18～192μg/Lの範囲）

・欧米人　平均　　　9　［μg/L］　（1～35μg/Lの範囲）

・日本人の魚介類多食者（成人・男女・東北地方在住；2000年）

　　魚介類多食群（養殖業従事者）　　　693±370　［μg/L］（N=31）

　　　対照群　（都市居住者）　　　　　132±81　［μg/L］（N=56）

＊汚染地域などの値

・中国　内モンゴル地区　(1999）

汚染地域　平均　2,712　［μg/L］　（n=12）

対照地域　平均　　217　　　　　　　（n=5）

　　　−汚染地域では皮膚の角化症や色素異常などが認められた。
・バングラデシュ　(1999）

Patchyな汚染地域　平均317　［μg／gクレアチニン]（42～2,017の範囲；n=215）

　　−対象者の一部には皮膚の角化症や色素異常などが認められた。
　　　皮膚症状は尿中As200μg/gクレアチニン程度以上で現れると思われる。　　

・日本　(1999）

和歌山中毒事件被害者　事件１日後　9,000　［μg／gクレアチニン]

＊安全のための基準値

・USEPA（米国環境保護局：1993～）[www.epa.gov/iris/]

台湾での井戸水による慢性中毒の事例に基づき、
　LOAEL（最小作用量）　0.17　mg/L（飲料水中濃度）0.014　mg/kg体重/日（摂取量）

　NOAEL（最大無作用量）0.009　mg/L　　　　　　　　0.008　mg/kg体重/日

上記に基づいて算出した RfD (reference dose)  3E-4 mg/kg体重/日（0.0003mg/kg体重/日）

皮膚症状・血管への影響が、最も敏感な指標。
・ATSDR（Agency for toxic Substances and Disease Registry；米国：1998暫定値）［atsdr.cdc.gov］

Minimal Risl Levels （一生続けても影響がないレベル） 0.0003 mg/kg体重/日

その他の参考文献：

海産物に含まれる砒素については、
・柴田・森田　Biomed Res Trace Elements 11(1), 291, 2000  が化学形態を中心に詳述している。
海産物の摂取によって尿中の砒素が増えるかどうかの検討例としては、次のようなものがある。
・Murer et al. Analyst 117, p.677-680 1992 　

・Chana and Smith 197, p.177-, 1987 

体内に取り込まれた砒素の代謝・排泄に関しては、例えば

・Clarkson ed. “Biological Monitoring of Toxic Metals”1988 

7.2 尿中ヨウ素濃度の評価

厳密に言えばスポット尿についての測定では集団レベルでの評価（ある集団が、集団としてヨウ素欠乏の状態にあるか否か）にとどまると考えるのが安全である。WHOなどでは、ある集団の尿中ヨウ素の中央値と、その集団におけるヨウ素欠乏の重篤度の関係を次のように示している。また、WHOではこうした集団（特に途上国での集団が想定されている）での評価の際には、クレアチニン補正を勧めていない。
分類　　甲状腺腫頻度　クレチン患者の有無
尿中ヨウ素[ng/mL]

*********************************************************************************

軽度　　＋（20％未満）　　　ー　　
50～99　　　

中等度　＋＋　　　　　　　　ー　　
20～49

重度　　＋＋（30％以上）　　＋　　
<20

*********************************************************************************

食物に含まれるヨウ素の濃度は、下記のWHOの本に記載がある。それによると、湿重量１ｇあたりのヨウ素μgとして、海産の魚類では平均832（範囲163～3180）、貝類では798（308～1、300）だが、畜肉・酪製品ではこれより１ケタ濃度が下がり、穀類・果物・野菜類なども濃度は低い。
ヨウ素栄養全般に関する参考書：

WHO/FAO/IAEA “Trace in Human Health and Nutrition” WHO Geneva, 1996 （第４章）

測定法に関する参考文献：

Ohashi et al. Clinical Chemistry 46(4) 529-36, 2000。 

海産物摂取とヨウ素の尿中排泄についての論文：

Murer et al. Analyst 117, 677-680, 1992
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