
はじめに

セレン (Se) は、動物の血漿中の主なタンパク質に含まれる重要な微量栄養素として知
られています。Se をセレノシステイン (SeCys) として一次構造に含む細胞外グルタチオ
ンペルオキシダーゼ (eGPx、GPx-3)およびセレノプロテイン P (Sel P) という 2 つのセレ
ノプロテインは、動物中の血漿から検出されます (参考文献 1～3)。動物では、セレノ
メチオニン (SeMet) とメチオニン (Met) が区別されないため、Se が SeMet としてペプ
チド配列に組み込まれた他の Se 含有タンパク質も検出されます (参考文献 4)。ヒトの
血漿中で最も存在比が多い Se 含有タンパク質はアルブミンです (参考文献 5) が、い
くつかの研究では、実験動物の血漿中では、ヒトの血漿中に比べ Se 含有アルブミン
がごくわずか、または検出されないという報告がされています (参考文献 6～8)。これ
は、ヒトが SeMet として Se を摂取するのに対し、実験動物の餌に含まれる主な Se 種
は亜セレン酸やセレン酸塩など無機 Se であるからだと考えられます。
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HPLC-ICP-MS は、その高感度および高選択性よりしばしば Se 
種の同定に用いられます (参考文献 9)。あらゆる研究において、
HPLC-ICP-MS を用いたヒトおよび実験動物の血漿/血清中のセ
レノプロテイン/Se 含有タンパク質の分離分析が報告されてい
ます (参考文献 4、10、11)。我々の研究グループでは、ラット血
清中の 2 つの主要なセレノプロテインを、マルチモードサイズ
排除 HPLC カラムを用い分離を行いました (参考文献 12)。

ICP-MS は Se 分析の際に用いられ、Se の主要な同位体である 
80Se (49.6 %)、78Se (23.8 %)、76Se (9.37 %) が Ar プラズマ起因
の多原子イオン、40Ar40Ar+、40Ar38Ar+、38Ar38Ar+ とそれぞれ干渉し
ます。さらに、77Se は、生物サンプルなどサンプルマトリクスに
塩化物が存在する際に 40Ar37Cl+ からの干渉を受けます。そのた
め、ICP-MS での Se 分析の際は、82Se (同位体比 8.73 %) を用い
ます。多原子イオンの干渉を低減するためには、ICP-MS に搭載
されるコリジョン・リアクションセル (CRC) を用います。CRC を
用いての Se の測定はいくつかの論文で紹介されています (参
考文献 13)。例えば、水素 (H2)、ヘリウム (He)、メタン (CH4) ガス
を個別で用いるメソッドや、コリジョン・リアクションガスを組
み合わせるメソッドもあります (参考文献 14～16)。H2 セルガス
を用いると、主な Se 同位体に干渉する Ar 起因の多原子イオン
の強度を大幅に減少させ、ng/L レベルの Se の検出下限を得る
ことができます。しかし、血漿、血清、尿など細胞外液中の Se 
の測定は、H2 ガスを用いると新たな干渉物を生み出してしまう
可能性があります。これは、細胞外液は臭素 (Br) を多く含むた
め、Br と H2 ガスからなる新たな干渉イオンが形成されてしま
うためです。これらの多原子イオン 79Br1H+ と 81Br1H+ は、それぞ
れ 80Se と 82Se に干渉します。これらは、Se リッチの同位体又は
同位体希釈 (ID) を用いた Se ペプチドおよび Se タンパク質な
どの Se 含有化合物の測定に影響を及ぼします。以前の研究に
て、ICP-MS にて D2 ガスを用いることにより 80Seおよび 82Se に
かかる BrH の干渉を低減できることが分かっています (参考文
献 17)。しかし、トリプル四重極質量分析計 (ICP-QQQ) がリリー
スされたことにより、従来のシングル四重極装置 (ICP-QMS) で
不可能であったことが可能になりました。ICP-QQQ の O2 マスシ
フトモードは、その名の通り、酸素を用いたマスシフトモード
にて、分析対象物の質量数を M+16 にシフトさせます。例えば、
78Se+ は 94 amu にて 78Se16O+ として測定され、80Se+ は 96 amu 
にて、82Se+ は 98 amu にて測定されます。これにより、ICP-QQQ 
は ICP-QMS よりも Se の精密な測定を行うことができます。本
研究では、ラット血清中の Se の分離を行い、ICP-QQQ による
分析パフォーマンスを評価しました。
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実験方法

試薬
関東化学株式会社 (東京、日本) より Se の標準溶液 (1000 µg/mL) 
を購入し、0.1 M 硝酸にて希釈しました。Sigma 社 (セントルイ
ス、ミズーリ州、米国) よりトリスヒドロキシメチルアミノメタン 
(TRIZMA ベースおよび TRIZMA HCl) を購入しました。昭和電工
株式会社 (東京、日本) より重水素ガス (>99.6 atom %) を購入し
ました。

動物実験
全ての動物実験は、「Principles of Laboratory Animal Care (実験
動物管理の原則)」 (NIH バージョン、1996 年改定) に遵守して
行われ、昭和薬科大学の動物調査委員会の承認を得て行いま
した。特定の微生物や寄生虫が存在しない (SPF) オスのウィス
ターラット (5 週齢) を三協ラボサービス株式会社 (東京、日本) 
より購入しました。ラットは、室温 22～25 ºC で湿度管理され
た部屋にて 12 時間毎に電気の消灯を行い、市販の餌と水道水
を自由に飲食できる環境にて飼育しました。環境順化を一週
間行った後、軽いエーテル麻酔下にて血液を採取し、凝固血を 
1600 x g にて 10 分遠心分離を行い、血清を分離しました。血清
サンプルは使用直前まで -30 ºC にて保管しました。

HPLC-ICP-MSおよび HPLC-ICP-QQQ 分析
オクタポールリアクションシステム (ORS) を搭載した Agilent 
7500ce ICP-MSおよび Agilent 8800 トリプル四重極 ICP-MS を
使用しました。動作条件を表 1 に示します。

表 1. Se のスペシエーションにおける ICP-QMSおよび ICP-QQQ の動作条件

Agilent 7500ce 
ICP-QMS

Agilent 8800  
ICP-QQQ

プラズマ設定

  RF 出力 (W) 1450 1550
  ネブライザタイプ Babington MicroMist
  ネブライザガス流量 (L/min) 1.15 0.90
  メイクアップガス流量 (L/min) 0.11 0.25
  プラズマガス流量 (L/min) 15.0 14.0

リアクション/コリジョンセル
  D2 ガス流量 (mL/min) 3.0 -
  O2 ガス流量 (mL/min) - 0.3

データ採取

  モニターした m/z 76～84
78 からシフト 
された 94
80 からシフト 
された 96
82 からシフト 
された 98
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ICP-QMS (D2 反応) ICP-QQQ (O2 マスシフト)

保持時間 (分)保持時間 (分)

強
度

 (c
ps

)

HPLC には、オンラインデガッサー、HPLC ポンプ (PU713、GL サ
イエンス、東京、日本)、200 µL サンプルループ付き Rheodyne 製 
6 ポートインジェクター、カラムを搭載しました。カラムは、昭
和電工株式会社のマルチモードジェルフィルターカラムである 
Shodex Asahipak GS-520HQ (内径 7.5 x 300 mm、ガードカラム 
内径 7.5 x 75 mm) を用いました。カラムに血清サンプル 200 µL 
を注入し、50 mmol/L Tris-HCl 溶液、pH 7.4、流量 0.6 mL/分に
て溶離しました。溶離液を ICP-QMS 又は ICP-QQQ のネブライ
ザに直接導入し、ICP-QMS は D2 リアクションモードを用いて 
m/z 78、80、82 を、ICP-QQQ は O2 マスシフトモードを用いて m/z 
94、 96、98 の信号をモニターしました。
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図 1. ラット血清中の Se の溶離液プロファイル。ラット血清の 200 µL を GS-520HQ カラムに注入し、ICP-MS (a から c)および ICP-QQQ (d から f) を用いて、 
m/z 78 (a)、80 (b)、82 (c)、94 (d)、96 (e)、98 (f) の溶離をモニターしました。 

結果と考察

分離した Se のピークがそれぞれ 11.7 分と 14.3 分に見れらまし
た (図 1 参照)。以前の研究 (参考文献 19) より 2 つのピークは
それぞれ eGPxおよび Sel P であると分かりました。また、アル
ブミンは、使用したカラムで保持時間 15.0～16.0 分にて溶離す
ることが分かっていました (参考文献 12) が、本測定において
は保持時間 15.0～16.0 分に Se のピークを検出しませんでした。
これは、アルブミン内の Met のあるべき場所に SeMet が存在
していなかった可能性があります。

ICP-MS にて血清中の Se を測定する際に一番問題となる干渉
物は、ICP のプラズマガスより形成される 38Ar38Ar+、40Ar37Cl+、
38Ar40Ar+、40Ar40Ar+ など Ar 起因の多原子イオンです。
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CRC なしの ICP-MS の測定においては、82Se が最も影響の少な
かった同位体となりました (図 2a)。H2 ガスは Se の測定時にお
いてリアクションガスとして頻繁に用いられます。しかし、血清
などの細胞外液の Se の分析では Br 由来の干渉物が生成され
ます (図 2b)。H2 リアクションモードにて、複数の同位体リッチ
トレーサーを使用しての尿および血清に含まれる Se の定量お
よび分離は、BrH が存在するため不可能です。干渉物を避ける
他の手法としては、 H2

17 の代わりに D2 をリアクションガスとし
て使用し、Br の干渉を低減することです。しかし、市販の D2 ガ

スには H2 がかなりの量で含まれており (<0.5 %)、BrH など Se 
の干渉物を完全に除去することはできません。図 1b や 1c にあ
る通り、BrH のピークは 2 つのセレノプロテインから完全に分
離しています。図 2c に示した通り、D2 ガス起因の干渉 (SeD) が
発生していまい、避けられるものではありませんでした。m/z 80 
では 78SeD+ の信号と干渉し、m/z 82 では 80Se が 78Se よりも存
在比が高いため、更に深刻な影響を受けます (図 3a)。
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図 2. ノーマルモード (a)、H2 ガスモード (b)、D2 ガスモード (c) を使用した ICP-MS、および ICP-QQQ の O2 マスシフトモード (d) に
て細胞外液の Se を測定したときの図

図 3.Se 分離の際の ICP-QQQ の O2 マスシフトモードの効果。強度は、GPx (クローズカラム)および Sel P (オープンカラム) のピーク高さ
の 1 秒あたりのカウント (cps) を各 Se の同位体比で割って算出しました。 
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O2 マスシフトモードを用いた ICP-QQQ の測定では、硫黄およ
びリンを低レベルで検出することができます (参考文献 19)。 
本研究では、ICP-QQQ の O2 マスシフトモードを Se 分離に使
用しました (図 2d)。最初の四重極 (Q1) にて m/z 78、80、82 の
みを CRC に通過するように設定し、m/z 81および 83 に存在す
る Br を排除しました。よって、ICP-QQQ の O2 マスシフトモード
にて分離を行った際、BrH 起因の干渉物は検出されませんでし
た (図 1d～1f)。更に、2 つのセレノプロテインのピーク高さは、
ICP-QMS よりも ICP-QQQ で測定したときのほうが一貫性が高
くなりました (図 3b)。よって、ICP-QQQ は、Se の測定において 
ICP-QMS よりも強力な分析装置であると言えます。

結論

主要なセレノプロテインである eGPxおよび Sel P を、ラットの
血清中より HPLC カラムにて分離することができました。ICP-
QQQ を用いると、ICP-QMS に比べセレノプロテインの分離精度
が高くなりました。これは、プラズマから発生する Ar およびマ
トリクス元素からの干渉がなかったためです。
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