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原子吸光分光測定法によるNi、Co両元素の
同時微量定量分析

＊＊

木　下　洋　夫 森　口　政　嗣

Simultaneous　Microquantitative　Analysis　of　Both　Ni　and　Co　Elements

by　Atomic　Absorption　Spectrophotometry

Nadao　Kinoshita　and　Masashi　Moriguchi

　　　　　　　　緒　　言

　近年、多くの疾病に対して薬効を高める目的

で薬物をリボソーム、或いはリピッドマイクロ

スフェアー、または高分子マイクロスクェアー

製剤とし、疾患部へのターゲティング療法に用
　　　　　　　　　　　　　　リマわり　　い
いる試みが盛んに行われるようになった。この

ようにdrug　delivery　system（以．ドDDSと

略す）を考えて造られた製剤の体内動態を追究

することは封入薬物を病巣へどれだけ送達でき

るかを知る上で大変重要と云える。

　この度、箸者らはリボソーム製剤の体内動態

を追究する新しい方法を探す目的で原子吸光分

析法を用いた基礎的な実験を行った。即ち、Ni

ならびにCo元素は生体内含量は極めて少なく
　　　　　　　　　　　　　　お　
原子吸光分析の感度も優れているなど、体内で

リボソームの追跡マーカーとなり得ると考え、

原子吸光測定法による両元素の測定条件や利用

の可能性を検討したので報告する。

　　　　　　実験材料と方法

　薬品．エチレンジアミン四酢酸ニッケル錯塩

（Clo　H12　N2　Os　Na2Ni・2H20＝式量428．92、

以下Ni－EDTAと略す）とエチレンジアミン

四酢酸コバルト錯塩（C、。H12N208　Na2Co・
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＊＊九州大学医学部脳神経外科

4　H2　O　＝＝式量465．19、以下Co・EDTAと略す）

はドータイト試薬を用い和光純薬工業から入手

した。

　NiならびにCo溶液．　a）100mMNi標準

溶液の調製．Ni－EDTAの4．2899を精確に

量り、約90meの蒸留水で溶かした後、0．1NN

aOHでpH　7．4に調整し100meのメスフラスコ

に移して標線まで蒸留水を加えて作った。b）

100mMCo標準溶液の調製。　Co－EDTA　4．652

9を精確に量り、上記Niの場合と同様にして

作った。C）実験に必要ないろいろな濃度の

NiあるいはCo溶液の調製。上記100mMNi－

EDTAと100mMCo－EDTA溶液とから調製し
た。

　機器．NiならびにCo元素の原子吸光測定

には日立多元素同時分析原子吸光分光々度計Z

－9000形（日立製作所、以下Z－9000形と略す）

を用いた。

　NiならびにCo元素の測定．　Table　1の枠

内は本分析操作の温度プログラムである。試料

はすべてZ　一9000形に設置されているオートサ

ンプラーによって希望の容量が採取されるが本

実験ではすべて20μとした。試料20μ尼は

パイロ化キュベットに自働的に注入され、この

あとDRY（乾燥），　ASH（灰化），　ATOM

（原子化），CLEAN　（清掃）と設定条件に従

ってマイクロコンピューター（以下μ一CPUと
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略す）により進められ、標準溶液から分析した　　　重要で、Table　1に示した温度条件は本実酬

い未知試料まで自働的に測定が進行する。温度　　　に適したもので以後すべてこの温度プログラム

プログラムの設定は測定値の精度や再現性に大変　　　で分析を行った。

　　　　　　Table　l　NiとCoの分析に用いた温度プログラム
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　　　　　　　　結　　果

　Fig．1はNiならびにCoのそれぞれを50PPb，

25ppb，12．5ppb，6．25ppb含む4種類の混合溶

液をZ－9000形を用いて分析、同機に組み込ま

れているμ一　CPUより標準検量線として打ち

登認

Ni
　闇s・

出したものである。縦軸は吸光度を横軸は溶液

の濃度（ppb）を目盛ってあり、この検量線を

基にして未知試料の原子吸光度からμ一CPU

が計算してNiとCoの濃度が測られた。

a・εB→鉗舜。艦lc

　　→CDR農．＝曹．9％ワ

腕

Fig．1NiとCoの検量線

　Table　2のAは試料溶液として精確にNiの

25ppb，50ppbを含む溶液とCoの25ppb，50ppb

を含む溶液を測定した結果を表わしている。測

定は各々2回行われてその平均値と標準偏差が

μ一　CPUにより計算され紙面に打ち出される。

測定値は実際の濃度に対して±5％程度の誤差

を生じた。Table　2のBは両元素を同量含む

混合溶液を用いて同時分別定量を試みた結果を

不している。Coの6．25ppbが5．6±0．2ppbと

して測定され一一　10．4％の誤差が生じているが他

は単独元素の測定のときと同じ5％前後の誤差で

終っていることが分かる。T　able　3のAは今

一度NiとCoの同じ濃度の混液の測定を検討

した結果である。実際の濃度に対してほぼ±10

％の測定誤差で定量されている。Table　3の

BはNiとCoの濃度に濃淡をつけて測定した

もので、多量のNiと少量のCo，少量のNi

と多量のCoの定量性の可否を検討したもので

ある。実際の濃度に対して＋2．4％から一120／o

の測定誤差を生じている。以上の結果Z　一9000

形を用いたNiとCoの同時微量分別定量は大

体±10％の誤差で測定できることが分かった。
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Table　2　NiならびにCoの単独ならびに混
　　　　　合溶液の定量結果

実　験 試料濃度
ippb）

mi／Co

測定値
ippb）

mi／Co

A
25／0
T0／0
O／25
O／50

26．4±1．1／　ND†
S8．6±2．2／　ND
@　ND　／24．0±0．4
@　ND　／47．4±0．8

B
6．25／6．25

P2．5／12．5

Q5．0／25．0

　　6．1＋＋／5．6±0．212．7±0．1／11．8±0，326．7±0．1／25．3±0．2

一一@15　一

Table　3　NiとCoの同じ濃度の混液と異な

　　　　　る濃度の混血の定量結果

実　験 試料濃度
ippb）

mi／Co

測定値
ippb）

mi／Co

A

6．25／6．25

P2．5／12．5

Q5．0／25．0

T0．0／50．0

5．6±0．0／5．6±0．1

P4．4±0．4／12．5±0．1

Q4．1±0．4／24．4±0．1

T0．6±0．2／49．4±0．4

B
25，0／6．25

U．25／25．5

24．3±0．8／6．4±0．1

T．5±0，1／25。3±0．5

†不検出　†十1回の測定

　　　　　　　　考　　察

　最近、DDSの研究が進み薬物を特殊な剤形

にして薬効を高めようとする試みが盛んになつ
　　　の
てきた。なかでもリボソーム製剤はその方面で
　　　　　　　　　　　　　わ
の重要な分野を占めている。したがってリボソ

ームの体内動態を究明する方法を確立すること

は大変価値のあることと云える。その際、当然

のことながら感度の高い測定法が要求されるが

リボソームのマーカーとして放射性同位元素を

用いることは極めて有効な手段と云える。しか

し、特殊な施設と設備を要し、さらに取り扱い

許可が必要で危険性を伴うなど不便さは避けら

れない。この他に測定感度の高い方法と云えば

蛍光物質をリボソームのマーカーとして用いる

ことが考えられるが、著者らの経験からすると

血清中のリボソームすなわち蛍光物質は測定可

能であったが、さらに追究したい肝、腎、脾、

肺などの臓器への取り込み量については臓器中

のいろいろな物質により妨害されて精確な蛍光

測定はできなかった。そこでもし、同様に高感

度で測定できる原子吸光分析法を用いてリボソ

ーム製剤の体内動態を追究すれば総べての組織

内濃度を知ることができる筈であると考え本実

験を行った。

　一般に動物は個体差が大きいため、かなりの

数の実験を重ねないと推計学的に有意の差を認め

ることができない場合が多い。しかし今同一個

体内に同時に二種のリボソームを投与して、そ

れらの体内動態の相違を比較することが可能で

あれば例え一匹の動物の実験結果からでも十分

に両者の優劣を決定できる筈である。よりすぐ

れたリボソーム製剤をより早く発見したい場合

この方法を用いると好都合である。そこでリボ

ソーム内に封入する2種類のマーカーを探すこ

とを考えた。この実験に使用したNiならびに
　　　　　　　　　　　　　っ　　ハ　　　
Co元素は動物では極微量元素で体内動態を追

跡する場合、すべての組織でback　groundを

無視できるため、微量の取り込みでもあらゆる

組織で感度よく測定できると考えられる。本研

究に使用したNiとCo元素は今後リボソーム

に封入することを考えて、どちらも水溶性で同

様な構造形式を有しているNi・EDTA錯塩と

Co－EDTA錯塩を材料にしたが、この様な好

条件が得られるのもNiとCo元素の物理的性

質ならびに化学的性質の類似性が高い故だと云
えるgo）

　動物に薬物を投与して組織内濃度を測定する場

合、薬物の最終濃度が50ppb以下になることが多

い。リボソーム製剤の場合も例外ではない。本実

験においてもNiとCoの濃度をそれぞれ50ppb，

25ppb，12．5ppb，6．25ppbとして定量を試みた。

Fig．1、　Table　2、　Table　3はこの濃度範囲

でほぼ±10％の誤差で定量が可能なことを示し

ている。比較するリボソームの臓器間への取り



一16一 原r一吸光分光測定法によるNi、Co両元素の同時微量定量分析に関する研究

込み量の違いを100％または200％上げて初めて

効力の上昇を期待し得ることを考えた場合、リ

ボソームのマーカーとしてNiとCoの両元素

による標式法は十分に利用できると云える。

　日立Z－9000形は今回著者らが要求している

NiとCoの同時微量分別定量を容易に遂行して

くれた。本機は4元素同時分析ができるよう

設計されており、かりに、さらに2元素追加し

て4種類の製剤の体内動態を同時に分析でき

る可能性も持っている。Fig．1に示した検量

線のグラフは機械が標準溶液の原子吸光度を測

定し、自働的にデーターをPt　一　CPUで処理し

て、最小2乗法と高次関数（1～3次）の組み

合わせを行い作成したもので、このうちもっと

も適したquadratic（2次）を選んだグラフ

である。このあと試料の測定値はこのグラフの

式で換算されて濃度（ppb）で示される。

　Niとco両元素について6．25ppbから50ppb

の濃度範囲で同時分別定量が可能なことが分か

った。このあと臓器中のNiとCoを測定する

ため臓器の灰化を行わなければならないがこれ

も硝酸と過酸化水素による湿式灰化法で成功し

ている。本研究はリボソームの体内動態を追究

するための二重標識としてNiとCoの原子吸

光分析が使用できる可能性を証明し得た報告で

ある。

　　　　　　　　要　　約

　リボソームの体内動態を追究する手段として

原子吸光測定法を選び可能性を検討した。

　即ち、リボソームを二重標識することと測定

値のback　groundをできるだけ低くすること

を考え、動物では極微量元素であるNiとCo

について原子吸光測定法による同時微量分別定

埴の可能性を検討した。その結果、両元素は

6．25ppbから50ppbの範囲でほぼ±10％の誤差で

定量できることが分かった、これはリボソーム

のマーカーとして十分利用できる範囲である。
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