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研究成果の概要（和文）：多剤薬物中毒の分析には，飛行時間型質量分析計(QTOF)を用いた包括的手法が必要である.
ベンゾジアゼピン系薬物と法医中毒薬毒物のトリガーMRMメソッドを作成，応用を試みた．前処理法は簡便なACN法で十
分であることが判明し，対象薬物添加試料を用いて，定量用トランジションについて分析精度・イオン抑制などを検討
，MS/MSスペクトルライブラリを構築して，剖検事例でも良好なスペクトル一致率が得られた．本研究では，QTOF測定
後MFE法を用いてノイズ除去処理を行い，大規模精密質量データベースなどのライブラリ検索を行った．その結果，新
たな代謝物も検出され，包括的QTOFスクリーニング法として有効であった．

研究成果の概要（英文）：The comprehensive screening techniques using the flight time type mass spectromete
r (QTOF) are required for analysis of multiple-drug poisoning samples in postmortem examination. Applicati
on of the trigger MRM method of a benzodiazepines and other forensic toxicological drugs was tried. The si
mple ACN-deproteinization was enough as the pretreatent in this study. By conducting addition experiments 
of a target drug, precision of the transition for quantitation, ion suppression, etc. were considered. Ref
erence library match score was high also with the postmortem cases as a result of the MS/MS spectrum libra
ry search. In this study, after performing noise rejection using the MFE method after QTOF measurement, th
e procedure of both a large scale database and a precision mass database library search was performed. As 
a result, some metabolites were detected and the concurrent use of QTOF/MFE and a precision mass database 
was effective as a comprehensive screening method.
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１．研究開始当初の背景 
飛行時間型質量分析計(TOF)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(AC-RT)を利用し
たスクリーニング法に有効である．研究代表
者らはこれまでにベンゾジアゼピン系薬物の
精密質量データベースを作成し迅速スクリー
ニ ン グ 法 を 検 討 ， LC/QTOF-MS (QTOF) ，
LC/MS/MS，GC/MS/NAGINATA 法などを検討した
ところ QTOF 質量分析装置を用いたものが最
も有効であるという結論を得た．しかしなが
ら，法医剖検資料にみられる多剤併用薬物中
毒事例の分析には，ベンゾジアゼピン系薬物
以外の薬物が多く含まれ，大規模な精密質量
データベースと併用する包括的スクリーニン
グ手法が必要であることもわかってきた．一
方，三連四重極型質量分析計(LC/MS/MS)をも
ちいた薬物一斉分析などに広く利用されてい
るが，特定のプリカーサーイオンとプロダク
トイオンを組み合わせたトランジションのみ
の測定であることから確認手法としては不十
分とされてきた．本研究では QTOF 分析により
得られる精密質量 MS/MS スペクトルのスペク
トル検索，あるいは大規模精密質量データベ
ース検索を利用したスクリーニング法の構築
を主目的として立案した． 
 
２．研究の目的 
QTOF 質量分析装置を用いたベンゾジアゼ

ピン系薬物ならびに代謝物の高感度・高選択
的な分析法を開発する．イオン抑制効果を含
めたベンゾジアゼピン系薬物ならびに代謝
物の QTOF 分析により，精密質量 MS/MS スペ
クトルデータベースを作成し，ベンゾジアゼ
ピン系薬物中毒患者試料や剖検資料へ応用
する．最大 8チャンネルの MRM トランジショ
ンを一定時間測定，精密質量 MS/MS スペクト
ルを疑似的に加工するトリガーMRM 法による
ライブラリを作成－①，法医中毒学ライブラ
リなど大規模精密質量データベース-②を併
せて行うことで，ベンゾジアゼピン系薬物中
毒患者試料や剖検資料を用いて QTOF ノンタ
ーゲット分析の評価を行う． 
 

３．研究の方法 
Ⅰ．ベンゾジアゼピン系薬物ならびに代謝
物のイオン抑制効果の確認 
前処理方法として， (イ)液/液抽出法，

(ロ)アセトニトリル(ACN)除タンパク法，
(ハ)固相抽出法（FOCUS，Bond-Elut Certify，
MonoSpin カラム）の比較を行った．中枢神経
作用薬を中心としてターゲット薬物約180種
類について，それぞれの前処理法および測定
方法において，ブランクの血液・尿にターゲ
ット薬物を混合させた添加試料を用いて，回
収率，LOQ，イオン抑制効果，検量線等の分
析精度を検討した． 
Ⅱ．ベンゾジアゼピン系薬物ならびに法医
中毒学的主要薬物の QTOF 分析 
装置：Agilent-1100, Agilent 6520 Q-TOF, 

カラム；Zorbax Extend C18，100 mm，2.1 mm, 
1.8 µm，移動相；A=0.1%ギ酸を含む 10mM ギ
酸アンモニウム，B=CH3CN，A:B=90：10(v/v) 
at 0min，0：100(v/v) at 40min，流速；0.2 
ml/min，注入量；5 µl，カラム温度；40C，

イオン化；ESI positive or negative，Mass 
range； m/z 100-1000， MC ion and mass 
range；base peak with 0.01 Da，Drying gas；
10 L/min at 350C，Nebulizer gas；345 Kpa，
Vaporizer temp；350C，Fragmentor；100V，
Vcap；4000V，Reference mass；m/z 121.050873, 
922.009798，Resolution；11000 at m/z=1522，
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．ベンゾジアゼピン系抗不安薬(32)，ベン
ゾジアゼピン系薬物代謝物(16)，ベンゾジア
ゼピン拮抗薬(1)，をはじめとし，バルビツ
ル酸系催眠・鎮静・抗てんかん薬(10)，解熱
鎮痛薬(5)，筋弛緩薬(2)，SSRI,SNRI を含む
抗うつ薬(17)，抗精神病薬(20)，非ベンゾジ
アゼピン系抗不安薬(2)，抗てんかん薬(9)，
抗不整脈薬(1)，降圧薬(3)，催眠・鎮静薬(5)，
自律神経系作用薬(1)，昇圧薬(1)，精神刺激
薬(1)，Ca 拮抗薬(1)，アルツハイマー治療
薬(1)，パーキンソン病治療薬(3)，その他代
謝物(11)を含むメタノール標準液について
保持時間と精密質量を測定した．  
 
Ⅲ． トリガーMRM 法による精密質量 MS/MS
スペクトルデータベースの作成 
対象化合物について，それぞれ最適条件の

トランジションによるターゲットスクリー
ニングのメソッドを作成した．また，それぞ
れの化合物についてプロダクトイオン測定
をして得られた Rt と最大 8 トランジション
のスペクトル情報よりトリガーMRM 法のメ
ソッドを作成，精密質量 MS/MS スペクトルデ
ータベースを作成した． 
 
Ⅳ．法医中毒学ライブラリを用いた QTOF ノ

ンターゲット分析 
包括的 QTOF スクリーニングとして大規

模精密質量データベースならびに精密質
量 MSMS スペクトルライブラリ検索につい
て検討した．QTOF 測定後 Molecular 
Feature Extraction (MFE)法を用いてノイ
ズを除去，イオンクロマトグラムを構築す
るなどのデータ処理を行っい，1)7360 薬
毒物の大規模精密質量データベース
(Agilent G6855AA Forensic database), 
2)2100薬毒物の精密質量MSMSスペクトル
ライブラリ検索を行った． 
 

４．研究成果 
Ⅰ．ベンゾジアゼピン系薬物ならびに代謝物
スクリーニング法のための前処理法の検討 
回収率に関しては（ロ）ACN 除タンパク法

が最もよく，イオン抑制効果についても固相
抽出とほぼ同等の結果が得られた．薬物を摂
取していない健常人血液あるいは尿の分析
結果で各スクリーニングに支障のあるピー
クは認められなかった．精密質量 MS/MS スペ
クトル，ライブラリ検索の結果に影響はなか
った．LC/MS/MS，QTOF などを用いた高感度・
高選択的な薬物スクリーニングのための前
処理法として，簡便・迅速な前処理である
ACN 除タンパク法は最適と思われた．  
 
Ⅱ．ベンゾジアゼピン系薬物ならびに法医
中毒学的主要薬物の QTOF 分析 
carbamazepine，cyclobarbital (m/z237)，



maprotyline, amitriptyline (m/z 278)，
desmethylclobazam, demoxepam，oxazepam 
(m/z 287)，clobazam, temazepam (m/z 301)，
azelnidipine, amezinium，flunitrazepam, 
amoxapine (m/z 314)，clotiazepam, 
chlorpromazine，fluvoxamine (m/z 319)，
desmethylzopiclone，hydroxyzine (m/z375)，
haloperidol，donepesil (m/z380)，
hydroxyperospirone (m/z380) ，triazolam, 
etizolam (m/z 342)，1-hydroxytriazolam, 
4-hydroxytriazolam, etizolam, 
8-ethylhydroxy- etizolam, 
1-hydroxyetizolam (m/z 359)，bromazepam, 
clonazepam (m/z 316)，nordiazepam, 
medazepam (m/z 271)，chlordiazepoxide, 
desmethylflunitrazepam (m/z 300)，
1-hydroxyalprazolam, 4-hydroxyalprazolam 
(m/z 325)，9-hydroxymethylbrotizolam, 
3-hydroxybrotizolam (m/z 408) では観察さ
れるプロトン化分子は近似した質量数を示
した．これら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，1-hydroxytriazolam, 
1-hydroxyetizolam (m/z 359)を除いて，ピ
ーク頂点の識別は可能であった．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10 ng/ml濃度で-3.02～2.12 ppm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．症例 1(女性 33 歳)．リボト
リール®，ヒルナミン®，レンドルミン®，ソ
ラナックス®，サイレース®，ベゲタミン®，
ジプレキサ®を服用の疑いであったが，
clonazepam，alprazolam，phenobarbital，
promethazine，chlorpromazine，
flunitrazepam，levomepromazine，
clomipramine，oranzapine が検出された．症
例 2(女性 50歳)．セロクエル®，デパス®，ハ
ルシオン®を服用の疑いであったが，
quetiapine，etizolam，triazolam，
bromazepam，clonazepam，zolpidem，
amoxapine が検出された．このような試料で
は，ng/ml と微量な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 MS/MS スペク
トルによる確認・定量が可能であった．以上
より，精密質量 MS/MS データベースを用いた
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
有用であることが示された． 
 
Ⅲ． トリガーMRM 法による精密質量 MS/MS ス

ペクトルデータベースの作成 
薬物が関与したと思われる剖検事例3例よ

り，メタンフェタミン(0.077-30.74μg/ml, 
97%)，ゾルピデム(0.0005-0.106μg/ml, 92%)，
トラゾドン(0.0005-0.001μg/ml, 96%)，プ
ロメタジン(0.87-6.38μg/ml, 98%)，クロル
プロマジン(0.246-32.54μg/ml, 96%)，トリ
アゾラム(0.008-0.036μg/ml, 78%)，フルニ
トラゼパム(0.0008-0.027μg/ml, 99%)，ク
ロルフェニラミン(0.077-30.74μg/ml, 97%)，
ペンタゾシン(30.077-0.74μg/ml, 97%)が検
出された．(  )内は各試料中得られた定量値
の範囲とスペクトル一致率を示す．薬物成分
毎に最適な濃度閾値を設定することにより，
低濃度であっても良好なスペクトル一致率

が得られた．また前処理法による一致率の差
もみられなかった．従来のスクリーニングに
引き続きトリガーMRM 法ライブラリ検索を行
うことにより，法医剖検資料の結果を高感度
に確認できることが示された． 
 
Ⅳ．法医中毒学ライブラリを用いた QTOF ノ

ンターゲット分析 
ベンゾジアゼピン系薬物のプロダクトイ

オン理論値と実測値の標準的データをライ
ブラリに集積，スペクトルライブラリを構築
しベンゾジアゼピン系薬物トリガーMRM 法を
確立した．トリガーMRM 法は各薬物の主要 8
イオンで再構成されたスペクトルをデータ
ベース検索できるもので，強度の高いプリカ
ーサーイオンとプロダクトイオン1種類の組
み合わせで測定していた従来のターゲット
MRM 分析の弱点を補う方法であり，ベンゾジ
アゼピン系薬物の確認には有効であった．一
方，精密質量 MS/MS データベースを使用する
QTOF を用いて，MS/MS 構造相関（MSC）プロ
グラムの包括的アプローチを検討した．QTOF
分析は陽イオンモードと陰イオンモードで
測定，ベンゾジアゼピン系薬物の保持時間と
精密質量データベースを使用し，0.02da のマ
スウィンドウおよび１min の保持時間ウィン
ドウを備えた(M+H)+種の抽出するイオンを
抽出，さらに MFE を用いてイオンを絞り込ん
だ．生体試料を用いての精密質量 MS/MS デー
タベースの検出限界は10ng/ml，MFEでは5000
カウント以上の化合物が識別されたが，多く
の擬陽性イオンも観察された． 
対象薬物添加試料を QTOF 測定後，MFE/6643
薬物精密質量データベースによるスクリー
ニングを行い，MFE のパラメータを最適化す
ることでエチゾラム、トリアゾラムの代謝物
を除いた全薬物の検出が可能であった．剖検
資料では，AC-RT で検出された薬物以外に新
たな薬物が検出され，包括的スクリーニング
法として QTOF 及び MFE/大規模精密質量デー
タベーススクリーニング法が有効であるこ
とが確認された． 
（２）ベンゾジアゼピン系薬物を含む剖検薬
物事例に対して，包括的 QTOF スクリーニン
グを応用し，全化合物抽出イオンクロマトグ
ラム（All ion MSMS 法）及び精密質量データ
ベースライブラリを用いて検索，ターゲット
MSMS 法による精密質量 MSMS スペクトルライ
ブラリ検索で確認を行い，さまざまな代謝物
の検索を行った。試料は日本医科大学法医学
教室で剖検した薬物が関与したと思われる
事例の心臓血・心嚢液・胆汁・胃内容・尿な
どで，試料前処理法はをアセトニトリル除蛋
白．尿はそのまま，あるいはβ-グルクロニ
ダーゼ加水分解試料を用いた。All ion MSMS
法で測定後，Find compound by formula (FCS)
手法を用いることで高濃度のメタンフェタ
ミン，プロメタジン，クロルプロマジン，低
濃度のトラゾドン，トリアゾラム，フルニト
ラゼパムならびに各化合物の代謝物が検出
され、いずれも相対質量誤差は 3ppm 以内と
良好であった。All ion MSMS 法及び MSMS ス
ペクトルを用いることで偽陽性を低減する
ことができ，標準品を入手しなければ検出す
ることが困難であった代謝物類を検索する
ことが可能となった。 



剖検資料の薬物分析では，高濃度に存在す
る薬物が微量成分に定量に影響を及ぼすこ
とが多いが，All ion MSMS 法ならびに FCS 手
法を中心とした包括的 QTOF スクリーニング
法を用いることによって，体内では低濃度を
示すベンゾジアゼピン系薬物分析に有効で
あることが確認された。 
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