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研究成果の概要（和文）： 

当課題は「質量分析の新技法を用いたベンゾジアゼピン系薬物分析法の再構築」を目指すも
のであるが，実際に研究を進めていくに従って，多剤併用薬物中毒症例にはベンゾジアゼピン
系薬物以外の薬物も多く含まれ，これらの高濃度を示す薬物の影響について見直すことが重要
と思われたので，法医中毒学的薬物分析に重要な中枢性薬物を追加，精密質量データベースの
拡充をはかるなど,当初の研究目的は十分な成果をあげ，予測を超えた研究到達を果たした． 
 研究成果としては，(1) 飛行時間型 LC-TOF-MSを用いて，ベンゾジアゼピン系薬物の未変化
体及び代謝物ならびに法中毒学的薬物分析に重要と思われる中枢性薬物を追加，合計 264種類
の精密質量データベースを作成，法医剖検事例，CCMC収容の多剤併用薬物中毒症例の解析に応
用し，精密質量を用いた TOF-MS薬物スクリーニングの有用性を検討した．(2) Q-TOF 薬物スク
リーニングは，精密質量データベースに加えて個々の薬物における product ion と MRM クロマ
トグラムを用いた TARGET ANALYSIS による高感度な定量分析が可能であった．精密質量による
NON-TARGET ANALYSIS も併せて実施することが可能であり，Q-TOF薬物スクリーニングが有効で
あることが示唆された．(3) GC/MS 用相対定量・迅速一斉分析ソフトウェア(NAGINATA)を用い
たベンゾジアゼピンスクリーニングを検討した．calibration rocking database を用いた
NAGINATA スクリーニングでもベンゾジアゼピン系薬物に加え法中毒学的薬物分析に重要と思
われる中枢性薬物を追加し，法医中毒学的試料への実用性が確認された． 
 

研究成果の概要（英文）： 
Toxicological analysis with mass chromatography-spectrometry has spread widely and quickly with 

the progress in ionizing methods. This study was carried out by including new developments in mass 

chromatography-spectrometry research for forensic toxicology. Time-of-flight (TOF) mass spectrometry 

(MS) coupled with liquid chromatography (LC) has been developed for screening and for determining 

benzodiazepines with an exact mass database. All benzodiazepines have similar chemical structures 

and molecular weights, and, thus, show similar mass spectra and protonated molecule ions. 

Discrimination of mass spectrometry at low resolving power with LC-MS is usually difficult.  

Benzodiazepines are widely used in medical practice in Japan, and data acquired from LC/TOF-MS 

measurements of 130 drugs, including benzodiazepines, were used to create an exact mass database. 

This database comprises molecular formulae, calculated exact masses, retention times and calibrations. 

In the analysis of samples from patients who had taken many drugs, selectivity was improved when the 

LC/TOF-MS exact mass database was used.  

Comprehensive screening with LC/quadrupole TOF is the most effective method in forensic 

toxicology for analyzing the samples from cases of multidrug overdose. New developmental mass 

chromatography-spectrometry equipment is required because of the more precise and exact analyses in 

forensic toxicology. 
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１．研究開始当初の背景 

ベンゾジアゼピン系薬物は，抗不安薬，催
眠薬，睡眠導入薬として精神神経疾患の治療
や麻酔科領域に広く使用されている．しかし，
近年，医薬品としての用途に反して，自殺や
乱用，あるいは服用させた後の殺人・強盗な
どの事例が多発し，大きな社会問題となって
おり，法医中毒学・臨床中毒領域における重
要な分析対象薬物となっている．  
 最近の分析機器の進展はめざましいもの
があり，複雑なマトリックス中から目的物質
のみを高選択的に精密質量分析できる飛行
時間型質量分析計(TOFMS)や定量用イオンと
確認用イオンを別々に設定することのでき
る高感度な LC三連四重極質量計(LC-MS-MS)，
GC/MS 用相対定量・迅速多成分一斉分析ソフ
トウェア(NAGINATA)などがある．そこで本研
究では，LC-TOFMS，LC-MS-MS，GC-MS-NAGINATA
法を同時併行的に検討し，生体試料中からの
ベンゾジアゼピン系薬物スクリーニング法
の識別能力・定量性を向上させることを主目
的として立案した． 

 

２．研究の目的 

ベンゾジアゼピン系薬物は，1）数 mg か
ら数 10mg と微量で薬効を示し，その血中濃
度は数ng/mlと著しく低濃度であること，2）
国内では 33 種類が使用されているが，類似
な化学構造や近似な分子量を有し，不分離ピ
ークや類似なマススペクトルを示すことな
どから，各薬物の識別が難しく，現在，法医
中毒領域で人体試料中からの分析が最も困
難とされている薬物で，種々遭遇するベンゾ
ジアゼピン系薬物の服用事例や剖検例に対
処するため，ベンゾジアゼピン系薬物の高精
度・高感度なスクリーニング法の開発は，法
医中毒学・臨床中毒領域において早急に着手
しなければならい最大重要課題であると考
える．本研究では，生体試料中からのベンゾ

ジアゼピン系薬物スクリーニング法の識別
能力・定量性を向上させることを主目的とし
て ， UPLC, LC-TOFMS ， LC-MS-MS ， GC-MS- 
NAGINATA，QTOF法など最新質量分析技法につ
いて検討する 
 

３．研究の方法 

（１）33 種類のベンゾジアゼピン系薬物混合
溶液(0.01 mg/ml メタノール)を作製し，UPLC, 
LC-TOFMS，LC-MS-MS，GC-MS- NAGINATA，QTOF
一斉分析を行い，不分離ピーク，分析時間を
検討する．問題が生じた場合は，移動層の溶
媒やグラジエントの比率等を再検討する． 
（２）33 種類のベンゾジアゼピン系薬物混合
溶液の 0.8-800 ng/ml メタノールを作製し，
各分析法における検量線，定量下限値，検出
下限値(S/N 3)を測定する． 
（３）生体試料（血液，血清，尿等）に，ベ
ンゾジアゼピン系薬物を添加し各抽出法（液-
液・カラム抽出）を行い，その抽出物を UPLC, 
LC-TOFMS，LC-MS-MS，GC-MS- NAGINATA，QTOF
で分析し，回収率，夾雑イオンの有無などを
検討し，その抽出法を確立する．回収率，夾
雑イオンの有無などを検討し，マトリックス
効果（イオンサプレッション）の影響を検討
する． 
（４）ベンゾジアゼピン系薬物を各試料に添
加し，上記確立された抽出法を用い，生体試
料中から一斉分析を行い，各薬物の TOFマス
スペクトル，検量線，定量下限値，検出下限
値(S/N 3)を再度検討し，生体試料中ベンゾジ
アゼピン系薬物の UPLC, LC-TOFMS，LC-MS-MS，
GC-MS- NAGINATA，QTOFによる一斉分析を確
立する． 
（５）研究代表者の所属する日本医科大学な
らびに分担者の所属する東邦大学医学部，福
島県立医科大学の法医学教室，救命救急セン
ター，精神科などにおけるベンゾジアゼピン
系薬物の服用者，中毒患者，服用法医解剖死



体などの実試料へ応用し，高精度・高感度ス
クリーニング法のその有用性を立証する．以
上，３．から７．は林田，仁平（日本医科大
学），寺田（東邦大学医学部），栗崎（福島県
立医科大学）が協力して行う．また，
GC-MS-NAGINATA の一斉分析に精通している九
州大学，工藤を研究分担者として追加，研究
協力を得ることとした． 
（６）LC-TOFMS,QTOF で得られたベンゾジアゼ
ピン系薬物の理論値と実測値の標準的データ
を集積する 
（７）LC-MS-MS，QTOF で得られたベンゾジア
ゼピン系薬物のプロダクトイオンの標準的デ
ータを集積，それぞれの薬物について定量用
イオンと確認用イオンを設定する． 
（８）GC-MS-NAGINATA で得られたベンゾジア
ゼピン系薬物誘導体の保持指標，GC-MSスペク
トル，マルチ内標法検量線をトリプルデータ
ベース化する． 
以上，（１）から（８）の結果を総合するこ
とにより，ベンゾジアゼピン系の類縁化合物
群の識別能力，定量の高感度化について検討
する． 
 
４．研究成果 
（１）生体試料からの前処理法の検討 
 ベンゾジアゼピン系催眠鎮静剤とその代
謝物および非ベンゾジアゼピン系の催眠鎮
静薬のゾルピデムとゾピクロンを合わせた
25 種を選定した．固相カラムとしては，多機
能型ポリマー固相の FocusTMカラムを選択し
た．FocusTM カラムは単一ゲルにドナーとリ
セプターの両機能の水素結合，双極子モーメ
ント，分子間引力の機能を有して広範な薬物
を保持し，パワーリンスにより洗浄後，アセ
トニトリル，酸，アンモニア，水によりター
ゲット化合物を切り離して回収するという
ものである．トリフルオロ酢酸を添加したア
セトニトリルで大半の薬物を溶出後，さらに
アンモニアを添加したアセトニトリルで溶
出することで，pKaが 3～4付近を示すベンゾ
ジアゼピン系薬物の回収率が増大し，結果的
に 3～10までの幅広い pKaを有する薬物の抽
出が可能となった．薬物を各１µg 添加した尿
試料の抽出物の GC/MSの測定はフルスキャン，
定圧モードで行い，保持時間はリテンション
タイムロッキングの手法を用いて内部標準
物質メダゼパムの保持時間が 13.0 分となる
よう固定した．この手法を用いることで 55
種の薬物すべてにおいて，カラムカット後も
保持時間は一定となった．検量線も約 9割の
化合物で相関係数 0.99 以上の良好な直線性
を示した．平均回収率は 71 ％，試料 1 mlに
1 µg の薬物を添加した時の日内変動は 55 種
の薬物のうち 40化合物で RSD値が 10 ％以下
となり信頼性の高いスクリーニング法が確
立できた． 

（２）NAGINATATM ソフトウェアを用いた薬物
データベースの構築 
NAGINATATM は CLD法の考え方を元に，一定

の条件下で得られた測定データを一度デー
タベース化すると，その後に分析された試料
のデータ解析では Quant Screener Report お
よび NAGINATATM ブラウザにより，標準物質
を用いることなく薬物の存在の有無とおお
よその濃度判定を迅速に行うことが可能で
ある．  
そこで，尿に各薬物を 0.05，0.1，0.5，1.0，

2.5および の 6段階の濃度で添加
した試料を調製し，確立した方法で前処理を
行った後，予めシステムパフォーマンスチェ
ックにより良好な状態に保たれた装置に導
入した．各薬物についてそれぞれ定量イオン
（target ion）と定性イオン（qualifier ion）
を選択，薬物の定量イオンの内部標準物質メ
ダゼパムの定量イオンに対するピーク面積
比と薬物濃度から検量線を作成した．この検
量線の傾き(slope)と切片(intercept)，さら
に 1µg/ml 添加した試料から得られた，各薬
物の保持時間とマススペクトルを用いてデ
ータベースを構築した． 
(３）ベンゾジアゼピン系薬物タイムプログ
ラミングモニタリング 
 一般的な法医中毒分析では，エタノール測
定ならびにイムノアッセイ Triage を初期ス
クリーニングとして行い，イムノアッセイの
結果を GC/MS で確認する．GC/MS で分析が困
難な不揮発性薬物などを LC/MS で分析する．
BZTPM は LC/MS を用いた，ベンゾジアゼピン
系薬物の保持時間における分子量関連イオ
ン[M+H]+の SIM クロマトグラムをスクリーニ
ングする方法で，陽性であればクロマトグラ
ム上の明瞭なピークとして検出される． 
法医中毒学的試料を用いた BZTPM の結果，

Nitrazepam, Flunitrazepam，Triazolam，
Etizolam が検出された．胃内容抽出物から,
これらの標準品溶液と同様の保持時間にお
いて，それぞれの[M+H]+イオンを含むスペク
トルを確認した後，Nitrazepam, 
Flunitrazepam，Triazolam，Etizolam の SIM
定量を行なった．薬物陰性の健常人血漿なら
びに尿抽出物では，これらの[M+H]+イオンイ
オンの保持時間において妨害となるような
ピークは見当たらなかった．処方薬リストの
なかでサイレース®，デパス®，ベンザリン®，
ハルシオン®の服用が確認された．これらの血
中薬物濃度を文献値と比較すると，単独で致
死的濃度となるものはないが，４種類のベン
ゾジアゼピン系薬物の複合作用による重篤
な薬理学的影響下にあったことが示唆され
た．  
（４）エチゾラムとトリアゾラム及び代謝物
の LC/TOF-MS 分析 
 Etizolam及び Triazolamの水酸化体代謝物



は質量数が近似しているため，低分解能
LC/MS による識別は難しい．そこで，分解能
が高く精密質量による識別が可能となる飛
行時間型質量分析計（LC/TOF-MS）を用いて，
Etizolam, Triazolam 及び代謝物の分析法を
検討した．LC/TOF-MSはデュアルスプレー方
式の ESI イオン源を装着した Agilent 
1100TOF．プリン及びフッ素系化合物溶液を
常時イオン源に導入し，リアルタイム質量校
正を行った． 
 Etizolam (m/z343.07787)と Triazolam 
(m/z343.05117)の精密質量差は 0.027Da，各
代謝物についても観察されるプロトン化分
子の精密質量差は 0.028Daであった(Fig.2)．
これらは分子量からは全く区別がつかない
ということを示している．それぞれの水酸化
体は LC条件を最適化することによりピーク
頂点が識別され，各ピークの精密質量で代謝
物の正確な同定が可能となった．各化合物の
プロトン化分子の理論値からの相対質量誤
差は 10ppb濃度で-3.02～2.12ppmと良好であ
った．定量には window 幅 0.02Da のマスクロ
マトグラムを用いて，標準溶液での検出限界
は 0.19～1.07ppb であった．Etizolam, 
Triazolam の常用量を服用している精神科外
来患者尿を用いた分析では，LC/TOF-MS を使
用することで選択性が向上し，妨害成分の影
響なく，数 ppbレベルでの定量及び精密質量
スペクトルによる確認が可能であった．  
（５）精密質量データベース 
法中毒学的薬物分析に重要と思われる薬

物を追加し，さらに合計 220 種類の精密質量
データベースを作成し，CCMC 収容の多剤併用
薬物中毒症例へ TOF-MS薬物スクリーニング
を応用した．対象とした薬物のうち，観察さ
れるプロトン化分子が近似したものの精密
質量差はいずれも 0.02 Da 以下であったが，
LC 条件を最適化することによりピーク頂点
の識別は可能となった．各化合物のプロトン
化分子の理論値からの相対質量差は-3.02～
2.12 ppm (10 ng/ml 濃度)と良好で，定量に
は window幅 0.01 Da のマスクロマトグラム
を用いた．法医中毒学的試料を分析した結果，
ng/ml とレベルのベンゾジアゼピン系薬物と
µg/ml レベルを示す薬物とを同時に，互いに
干渉することなく，精密質量スペクトルによ
る確認・定量が可能であった．精密質量デー
タベースを用いた薬物スクリーニングは，ベ
ンゾジアゼピン系薬物を含む”多剤併用薬物
中毒”症例の一斉分析に有用な分析方法であ
ることが示された．現在の状況では，GC/MS
や低分解能 LC/MSではこのような分析は困難
であった． 
（６）LC/Q-TOF 包括的薬物スクリーニング 
LC/TOF-MSは分解能の高い包括的な測定が可

能であることから精密質量-保持時間データ
ベースを併用したスクリーニング法として有

効である．最近では，"多剤併用薬物中毒"を
呈する剖検事例もあり，資料には多種多様の
薬物が複数含まれていることが多い．これら
に対応するためには，大規模な精密質量デー
タベースと併用した包括的スクリーニング法
の開発が必要と考えられる．そこで 130 薬物
の保持時間-精密質量データベースの構築と
共に 6643 薬物の精密質量データベースを用
いて CCMC 収容の"多剤併用薬物中毒"症例へ
応用し，包括的薬物スクリーニング法の検討
を行った．さらに確認手法として Q-TOF によ
る精密質量 MS/MS スペクトルのライブラリを
構築し，MS/MS スペクトルによるライブラリ
検索手法も検討した． 
デュアルスプレーESI イオン源付 Agilent 

6520 LC/Q-TOF を使用した．大規模データベ
ースによる包括的スクリーニングには，測定
結果を Molecular Feature Extraction (MFE) 
法を用いてデータ処理後，Agilent G6855AA 
Forensic database を用いた精密質量検索を
行った． 
大規模な精密質量データベースを用いた包

括的スクリーニングの場合，測定対象の決ま
ったターゲット分析とは異なり測定データか
ら検出された化合物を取りこぼしなく取り出
す必要がある．そこでコントロール尿及び血
漿に 130種薬物を 100ng/mL相当添加した試料
を LC/Q-TOF で測定後，MFE/6643 薬物精密質
量データベースによるスクリーニングを行っ
た．その結果，MFE 法のパラメータを最適化
することで，全薬物の検出が可能であった．"
多剤併用薬物中毒"症例の血漿，尿，胃内容物
について包括的スクリーニングを実施した．
まず,胃内容物全データポイントから MFE 法
を用いて 405 化合物が抽出され，130 薬物保
持時間-精密質量データベースで 24 薬物に絞
込みが行われ，さらに 6 薬物が新たに検索さ
れた． LC/Q-TOF 及び MFE/大規模精密質量デ
ータベースが包括的スクリーニング法として
有効であることが確認できた．"多剤併用薬物
中毒"症例の場合は，このような複雑な手法を
採用することも必要であった． 
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