
1　緒　　　言

水銀は最も毒性の高い元素の一つであるが，特にメチル
水銀（CH3Hg＋）などのアルキル水銀は猛毒であり，水環
境基準等の環境基準では「検出されないこと」となってい
る．しかしながら，大型の海洋生物中には食物連鎖により，
かなりの濃度の CH3Hg＋を含む水銀種が濃縮されている．
特に日本人は魚などの海産食品を多食するので，海産食品
中に含まれる水銀種を簡便かつ正確に分別定量することは
重要である．
海産食品などの生物試料中の総水銀濃度分析であれば，
加熱気化原子吸光分析（HVAAS）などにより測定できる．
しかしながら，分別定量を行う場合は，何らかの方法で無
機水銀（Hg2＋）と CH3Hg＋などのアルキル水銀を分離しな
ければならない．これまでに，ガスクロマトグラフィーを
用いる方法や，水銀種の還元条件を調節する方法が検討さ
れてきたが，最近は高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
を用いる方法が注目されている1）2）．この方法は，主として
逆相系カラムを用いる HPLCによって Hg2＋と CH3Hg＋な
どのアルキル水銀を分離し，誘導結合プラズマ -質量分析
（ICP-MS）や冷蒸気原子蛍光分析（CVAFS）などの分析方
法で水銀を検出するものである．
生物試料は通常固体であり，上記のような原子分光分析
装置を検出器とする HPLCに供するためには，水銀種を固
相中から水相中へ完全に抽出する必要がある．1966年に

Westööにより強酸を用いる生物試料からの CH3Hg＋の抽
出が報告され3），その後種々の改良法が検討されてきた．
しかしながら，強酸を用いる抽出では，生物試料中に含ま
れる水銀種の加水分解が考えられるので，よりマイルドな
抽出方法が好ましい．また，抽出後の溶液が強酸性となる
ため，この溶液を HPLCに供するのは通常困難である．こ
の他に生物試料からの水銀抽出について，アルカリ分解を
用いる方法4）5），酵素を用いる方法6），トルエンを用いる方
法7）などが検討された．
最近，メルカプト基をもつ化合物を抽出剤として用いる
と，生物試料から効果的な水銀抽出が行えることが報告さ
れている．2-メルカプトエタノール（2-ME）溶液を用い，
マイクロ波照射支援の抽出を行う方法が検討された8）．そ
の後，マイクロ波照射を行わなくても抽出条件を工夫すれ
ば，2-ME溶液を用いる抽出により，魚肉や毛髪から効果的
に水銀種の回収を行えることが報告された9）10）．また，こ
のような抽出剤として L-システインなども効果的であるこ
とが報告されている11）．しかしながら，これらの研究の多
くは ICP-MSを HPLCの検出器として用いるもので，
CVAFSを検出器として用いる場合については十分に検討
されていない．ICP-MSは，無機材料の分析・評価に不可欠
な手法となっているが水銀測定については，メモリー効果
を生じやすい欠点がある．また CVAFSは，多量のアルゴン
ガスを使用する ICP-MSに比べてランニングコスト的に有
利である．ICP-MSが CVAFSに比べて有利な点としては，
前処理の必要が無く，試料を直接機器に導入するため，
HPLCと ICP-MSを直結できることである．CVAFSの場合
には，アルキル水銀種を Hg2＋に分解するために，通常は
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UV照射下で酸化分解を行う装置が HPLCの後段に必要と
なる．すなわち，HPLC，UV酸化分解装置，CVAFSの結
合（HPLC-UV-CVAFS）が必要となる．これは HPLC-ICP-

MSに比べて，試料溶液中に含まれる共存物の影響を受け
やすい可能性があるが，このような検討はいまだ不十分で
ある．また，これまでの研究において主として使用された
生物試料は認証標準物質であり，実際の海産食品試料への
適用は検討例が少なく，実試料の海産物について検討され
た場合でも，単に CH3Hg＋の濃度を測定しているだけであ
り，全水銀量との比較を行いその値の妥当性を検討してい
る例はほとんどない．特に，日本において多食される種類
の海産食品中に含まれる水銀種の分別定量に HPLC-UV-

CVAFSが用いられた例は，これまでにない．
本研究では，2-MEなどの抽出剤溶液による水銀抽出と

HPLC-UV-CVAFSを用いて，魚肉など生物試料中の水銀種
の分別定量を試みた．試料としては，認証標準物質のみな
らず，実試料として，日本人が多食する市販の海産食品試
料も含めて検討を行った．特に，実試料については公定法
のHVAASを用いて総水銀濃度を測定し，この全量値と，分
別定量で得られた値の合計値を比較するという手段で，後
者の実用性を評価した．

2　実　　　験

2・1　試料及び試薬
認証標準物質である DORM-2（サメ筋肉）及び DOLT-3

（サメ肝臓）はカナダ国立研究機構から，NMIJ-7402a（タ
ラ魚肉）は（独）産業技術総合研究所より入手した．海産食品
の実試料として，ミンククジラ，バンドウイルカ，ミナミ
マグロ，キハダマグロ，メバチマグロ，サバ，イサキの筋
肉部を用いた（キハダマグロは内臓部も試料とした）．これ
らの試料は，近隣のスーパーマーケットまたはインター
ネットを利用して生鮮食品業者より購入した．凍結乾燥を
行い，自動粉砕機を用いて粉砕したのち，ふるいにかけ，
乾燥試料とした．超純水は，Purelab Ultra Ionic（オルガノ
製）を用いて製造し ,すべての実験を通して使用した．
2-ME（純度 98.5％），ドデシル硫酸ナトリウム（SDS，純
度 95％）は和光純薬工業製，酵素（サブチリシン）は
Sigma-Aldrich製を用いた．各試薬は試験研究用特級に相
当するグレードのものを使用した．

2・2　試料中の総水銀濃度分析
生物試料中の総水銀濃度測定は，HVAAS装置（日本イン
スツルメンツ製，MA-2000）によって行った．分析は，装
置のプロトコルに従って，試料ボートに試料及び和光純薬
工業製の添加剤M（組成 : 活性アルミナ），B（組成 : 水酸
化カルシウム，炭酸ナトリウム）を入れて行った．測定は，
同一試料について少なくとも 3回行い，平均値を求めた．

2・3　試料からの水銀種の抽出
生物試料からの水銀種の抽出剤水溶液は筋タンパクの分
解等を目的として，界面活性剤水溶液（sodium dodecyl 

sulfate，SDS），タンパク質分解酵素であるサブチリシン，
及び 2-ME溶液の 3種を試みた．共栓付き試験管に試料乾
燥粉末約 0.1 gを精秤

ひょう

して入れ，抽出剤の水溶液 10 mLを
加えて，12 h振とうした．遠心分離後，0.45 μmメンブレ
ンフィルターを用いて沪過を行い，沪液（抽出溶液）につ
いて以降の実験に供した．抽出操作は，同一試料について
少なくとも 3回行った．

2・4　抽出溶液中の総水銀濃度測定と水銀分別定量
抽出溶液中の総水銀濃度測定をHVAASにより行い，抽出
剤による水銀抽出率を求めた．HPLCシステムは Rheodyne

製インジェクター（7725i，サンプルループ 200 μL）と
JASCO PU-2080ポンプにより構成されており，水銀種の分
離は ODSカラム（和光純薬工業製，Wakosil-ΙΙ 5C18 HG，
4.6 mm×150 mm）及び溶離液（メタノール : 水＝1 : 9，
0.01％ 2-MEを含む）を用い，流量 0.85 mL min－1を用い
て行った．CH3Hg＋の Hg2＋への光酸化は，酸化剤水溶液
［0.14％ KBrO3（m/v），0.5％ KBr（m/v），2 M HCl］を
用いて PSA 10.570 UV-oxidation system（PS Analytical製）
により行った．また，CVAFS測定は，PSA 10.025 Millennium

（PS Analytical製）を用いて行った．

3　結果と考察

3・1　生物試料中の総水銀濃度測定
3種の認証標準物質（DORM-2，DOLT-3，NMIJ-7402a）

について，HVAASによる総水銀濃度の測定を行った．
Table 1に示すように，測定値は認証値とよい一致を示し
ており，HVAASによりこれらの生物試料中の総水銀濃度
を正確に測定できることが分かった．

HVAASを用いて，魚肉など種々の海産食品に含まれる
総水銀濃度測定を行った．Table 2にその結果を示す．ミナ
ミマグロ（southern bluefin tuna），キハダマグロ（yellow-

fin tuna）及びその内臓，サバ（mackerel）については，そ
れぞれ 2種の個体について水銀濃度測定を行った．歯鯨類
であるイルカや大型魚類であるマグロ類が，筋肉中に高い
水銀を含んでいることはよく知られているが，バンドウイ
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Table 1    Total Hg concentration in certified reference 
materials

Sample Certified/μg g-dry－1 Measured a)/μg g-dry－1

DORM-2 4.64±0.26 4.50±0.09
DOLT-3 3.37±0.14 3.35±0.19
NMIJ-7402a 0.61±0.02 0.60±0.04

a) Measured by HVAAS.



ルカ（bottlenose dolphin）やミナミマグロは高い水銀濃度
を示した．メバチマグロ（bigeye tuna）も 1.0 μg g-dry－1

以上の水銀濃度をもっていたが，キハダマグロの水銀濃度
は比較的低かった．キハダマグロについては，内臓中の水
銀濃度も調べたが，これは筋肉中に比べてやや高かった．
中型魚類は，大型魚類に比べて筋肉中の水銀濃度が低いこ
とが知られており，サバ（mackerel-2）やイサキ（chicken 

grunt）は比較的低い水銀濃度を示した．しかしながら，サ
バの別個体（mackerel-1）はマグロ類に匹敵する水銀濃度
をもっていた．

3・2　生物試料からの水銀種の抽出
海産食品のような生物試料中の水銀種について，分別定
量を行う場合には，まず生体高分子マトリックス中に存在
する水銀種を，適当な抽出剤を用いて，化学的変化をさせ
ずに抽出しなければならない．このような抽出剤として，
界面活性剤（SDS），酵素（サブチリシン），及びメルカプ
ト化合物（2-ME）の 3種を試みた．DOLT-3及びミナミマ
グロ（southern bluefin tuna-1）について，これらの抽出剤
の使用を試みた結果を Table 3に示す．水銀抽出率は，
DOLT-3の場合は認証値を，ミナミマグロの場合は HVAAS

測定により得られた値を基準にして求めた．DOLT-3及び
ミナミマグロの両方について，良好な水銀抽出率を示すの
は 2-ME溶液のみであった．2-MEのようにメルカプト基を

もつ化合物は，タンパク質の三次構造を形成するジスル
フィド結合を切断でき，また抽出された水銀種に配位する
ことにより安定化できるため，高い水銀抽出率を示すと考
えられる．

2-ME溶液を用いる生物試料中からの水銀種の抽出にお
いて，2-MEの最適濃度を検討した．Fig. 1に，DORM-2及
びミナミマグロ（southern bluefin tuna-1）についての結果
を示すが，両者の場合とも 0.10％ 以上の 2-ME濃度で，ほ
ぼ完全な抽出を示した．以上の結果より，以降の実験では
0.10％ 2-ME溶液を用いて，実試料からの水銀抽出を行っ
た．
種々の海産食品試料について，2-ME溶液による水銀種

の抽出を試み，HVAASによる測定を行い水銀の抽出率を
求めた．Table 4に示すように，3種の認証標準物質及び
4 種の実試料について検討したが，83～108％ の抽出率で
あった．個々の試料によりタンパク質マトリックス等が異
なるために，回収率に若干のばらつきが見られたと考えら
れるが，生物試料について，2-ME抽出により定量的に水銀
抽出が可能であることが分かった．

Table 2    Total Hg concentration in biological samples

Sample a) Total Hg concentration b)/
μg g-dry－1

Minke whale 0.07±0.02
Bottlenose dolphin 5.40±0.30
Southern bluefin tuna-1 1.67±0.12
Southern bluefin tuna-2 4.01±0.22
Yellowfin tuna-1 0.12±0.02
Yellowfin tuna-2 0.59±0.04
Yellowfin tuna-1 (entrails) 0.35±0.02
Yellowfin tuna-2 (entrails) 0.76±0.06
Bigeye tuna 1.04±0.10
Mackerel-1 1.09±0.13
Mackerel-2 0.45±0.03
Chicken grunt 0.24±0.03

a) Muscular tissue except for noted.    b) Measured by HVAAS.

Table 3    Extraction of Hg from biological samples by 
extractant solutions

Sample
Extraction ratio of Hg/％

SDS a) Subtilisin b) 2-ME c)

DOLT-3 5±2 38±4 103±6
Southern bluefin tuna-1 4±1 77±6  97±4

a) 1.0％ SDS; b) 1.0％ subtilisin, 1 M Tris-HCl; c) 0.10％ 
2-ME, 0.15％ KCl, 0.10％ HCl.
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Fig. 1    Extraction of Hg from biological samples by a 
2-ME solution

Table 4    Extraction of Hg from biological samples by a 
2-ME solution a)

Sample
Total Hg in  

extraction solution/ 
μg L－1

Extraction ratio  
of Hg/ 
％

DORM-2 46.3±3.1 100±7
DOLT-3 34.8±1.9 103±6
NMIJ-7402a 5.7±0.2 93±3
Bottlenose dolphin 44.8±2.8 83±5
Southern bluefin tuna-1 16.2±0.6 97±4
Bigeye tuna 9.9±0.7 95±7
Mackerel-1 11.8±1.0 108±9

a) 0.10％ 2-ME, 0.15％ KCl, 0.10％ HCl.
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3・3　生物試料中に含まれる水銀種の分別定量
3種の認証標準物質（DORM-2，DOLT-3，NMIJ-7402a）

について，2-ME抽出で得られた抽出溶液を，HPLC-UV-

CVAFS測定に供し，水銀分別定量を行った．測定された抽
出溶液中の CH3Hg＋濃度及び Hg2＋濃度を試料中濃度に換
算した結果を Table 5に示す．これらの認証標準物質は，
CH3Hg＋濃度の認証値をもっているが，得られた測定値は
認証値に近い値であった．DORM-2及び NMIJ-7402aには
Hg2＋はほとんど含まれていないが，DOLT-3にはかなり含
まれていた．DOLT-3には Hg2＋濃度の認証値はないが，総
水銀濃度の認証値（3.37 μg g-dry－1）から考えて，得られ
た Hg2＋濃度の測定値は妥当なものと考えられる．
海産食品の生物試料についても，2-ME抽出とHPLC-UV-

CVAFS測定により，水銀種の分別定量を行った．Fig. 2に，
ミナミマグロ（southern bluefin tuna-1）についてのクロマ
トグラムを示す．CH3Hg＋とHg2＋に相当するピークのみ観
測され，CH3CH2Hg＋などその他の水銀種のピークは見ら
れなかった．本研究では，Table 6に示す 4種の海産食品試
料について水銀分別定量を行ったが，すべての試料につい
て，クロマトグラムは Fig. 2と同様に CH3Hg＋と Hg2＋の
ピークのみであった．Yinらによると，海産物の実試料中
には，CH3Hg＋とHg2＋以外の化学種は含まれないと報告さ
れており4），得られた結果は妥当なものと考えられる．
Table 6に，測定された抽出溶液中の CH3Hg＋濃度及び

Hg2＋濃度を試料中濃度に換算した結果を示す．また
Table 6には，抽出溶液中の総水銀濃度（Table 4）を基準
とした水銀回収率を示す．Fig. 2のクロマトグラムに示す
ように，現在の分析条件では，実試料の分析における Hg2＋

ピークの S/N比が小さく，定量限界以下の分析を行ってい
る可能性がある．そこで，標準添加法により定量性を確認
したところ，ミナミマグロ（southern bluefin tuna-1）に含
まれる程度の Hg2＋濃度であれば，定量可能であることが
分かった．以上の結果より，海産食品試料の 2-ME抽出を
行った抽出液は，すべての試料について高い回収率が得ら
れ，またHPLC-UV-CVAFSによりCH3Hg＋とHg2＋の分別定
量が効果的に行えることが証明された．

4　結　　　言

種々の生物試料について，抽出剤溶液による水銀抽出
と，HPLC-UV-CVAFSによる水銀種の分別定量を試みた．
抽出剤として，界面活性剤（SDS），酵素（サブチリシン），
及びメルカプト基をもつ化合物（2-ME）を試みたが，2-ME

が最も優れた水銀抽出能を示した．2-ME抽出を用いると，
認証標準物質のみならず，種々の海産食品試料（実試料）
からも，満足しうる水銀抽出を行うことができた．これら
の生物試料を 2-ME溶液を用いて抽出した結果得られる抽
出溶液について，HPLC-UV-CVAFSに供した．CH3Hg＋濃度
の認証値をもつ 3種の認証標準物質について，認証値と測
定値がほぼ一致することを確認した．種々の海産食品試料
（実試料）の抽出溶液についても，HPLC-UV-CVAFSによっ
て得られる CH3Hg＋濃度と Hg2＋濃度の合計値が，HVAAS

測定によって得られる総水銀濃度の値とほぼ一致するの
で，正確な測定が行えることが証明された．すなわち，日
本人が多食する海産食品試料について，2-ME抽出と
HPLC-UV-CVAFS測定により，水銀種の分別定量が効果的
に行えることが分かった．
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Table 5    Fractional determination of Hg in certified 
reference materials

Sample

CH3Hg＋ Hg2＋

Certified/ 
μg g-dry－1

Measured/ 
μg g-dry－1

Measured/ 
μg g-dry－1

DORM-2 4.47±0.32 4.39±0.44 n.d. a)

DOLT-3 1.59±0.12 1.55±0.08 1.67±0.11
NMIJ-7402a 0.58±0.02 0.53±0.02 n.d. a)

a) Not detected.
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Fig. 2    Chromatogram of Hg species in HPLC-UV-
CVAFS for southern bluefin tuna-1

Table 6    Fractional determination of Hg in biological 
samples

Sample
CH3Hg＋/
μg g-dry－1

Hg2＋/
μg g-dry－1

Recovery of  
Hg a)/％

Bottlenose dolphin 2.41±0.30 1.52±0.21  88

Southern bluefin 
tuna-1

1.25±0.30 0.32±0.04  97

Bigeye tuna 0.76±0.04 0.34±0.03 111

Mackerel-1 0.69±0.07 0.35±0.04  88

a) Recovery of Hg was obtained from the concentrations of Hg 
species in the extraction solution as follows.    [Total Hg] is from 
Table 4.

Recovery of Hg (％)＝ {([CH3Hg＋]＋[Hg2＋])/[Total Hg]}×100
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The combination of HPLC, oxidative decomposition by UV irradiation, and cold vapor 
atomic fluorescence spectrometry (HPLC-UV-CVAFS) was applied to the fractional 
determination of mercury species, which were contained in biological samples, such as seafood.    
Firstly, the extraction of mercury species from biological samples was studied, and it was found 
that 2-mercaptoethanol (2-ME), which has a mercapto group, was an effective extractant.    For 
three certified reference materials, which have the certified values of the CH3Hg＋ 
concentration, extraction by a 2-ME solution and the HPLC-UV-CVAFS measurement were 
carried out.    It was confirmed that the measured values were about the same as the certified 
values.    The same analytical method was applied to real seafood samples.    The sum of the 
CH3Hg＋ concentration and the Hg2＋ concentration in the extraction solution, which was 
obtained by the HPLC-UV-CVAFS measurement, was about the same as the total mercury 
concentration obtained by the heat vaporization atomic absorption spectrometry (HVAAS) 
measurement.    Therefore, it is evident that the fractional determination of mercury species in 
biological samples was favorably performed when the extraction solution obtained by the 2-ME 
extraction was analyzed by HPLC-UV-CVAFS.

Keywords: fractional determination; mercury; biological samples; HPLC; cold vapor atomic 
fluorescence spectrometry.
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