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研究成果の概要（和文）：本研究期間内において、ヘッドスペース固相マイクロ抽出（HS-SPME）法、ガスクロマトグ
ラフ・タンデム型質量分析装置（GC-MS/MS）を用いて、インスリン製剤の添加物であるm-クレゾールの検出が可能であ
ることが確認され、応用することにより、その定量も可能であると考えられた。また、インスリンアナログの検出法に
ついて、液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析装置（LC-MS/MS）を用いて検討を行い、その定量の可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：During this study period, meta-cresol, one of the additives in insulin 
formulations, could be detected with a head space-solid phase micro extraction (HS-SPME) method using gas 
chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS/MS), and quantitation was believed to be achievable by the 
application of the method. For insulin analogues, detection was possible using liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and quantitation was also considered a possibility.

研究分野：法医学
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１．研究開始当初の背景 
(1) インスリン製剤を自殺や殺人の目的で故
意に他人に投与する（文献①～④)といった事
件が実際に生じている．某県では年間異状死
体取扱数 6,000体弱のうち，インスリン大量
投与が疑われる事例が，1年に 1～2例認めら
れるとのことであり，他県においても同様に
発生している可能性が考えられ，実際，当教
室においてもインスリン大量投与が疑われ
る事例を過去に数例経験している．このよう
な事件が発生した場合，死者の血液，尿等の
試料を分析することによって，インスリンが
大量に投与されたことを証明することが重
要である． 
 
(2) しかしながら，インスリンは血液中で短
時間内に分解されることが知られていて，当
教室でのインスリン大量投与事例において
も，剖検時に得られた血液中のインスリン濃
度は病院搬送時に比較して高度に低下して
いるのを確認している．またインスリン製剤
は合成インスリンとともに，数種類の保存剤，
安定剤などを含有している． 
 
(3) 上記のことから，法医鑑定例の血液中，
あるいは尿中において，インスリンの濃度や
インスリン製剤に含有される保存剤，安定剤
などの添加物の濃度，インスリンの分解物の
濃度の定量法を確立する研究の着想に至っ
た．本研究は，剖検・検案の際の死因診断に
おいて，インスリン大量投与を証明する新た
な方法を提案する研究と位置づけられる． 
  
２．研究の目的 
当初の研究目的として，下記(1)～(4)につい
て，想定した． 
(1) 死体血液，尿中のヒトインスリン及び合
成インスリン濃度の定量方法を開発する． 
(2) インスリン製剤中で，本研究の目的に合
致した添加物を選択し，その定量方法を開発
する． 
(3) インスリンの分解物中で，本研究の目的
に合致した物質を選択し，その定量方法を開
発する． 
(4) 上記の方法により，最終的には，法医鑑
定例におけるインスリン大量投与の証明を
目指す． 
 
３．研究の方法 
(1) インスリン濃度の定量法 
① 血中ヒトインスリン濃度の測定では，化
学発光酵素免疫測定法（CLEIA）などによる
測定系が知られているが，ヒトインスリンの
化学構造を一部変えて作られた，複数のイン
スリン製剤（インスリンアナログ）について，
網羅的に分析できる方法は完全には確立さ
れていない．従って，液体クロマトグラフ・
タンデム型質量分析装置（LC-MS/MS）を用い
て，インスリン グルリジン（アピドラ®），イ
ンスリン リスプロ（ヒューマログ®），インス

リン グラルギン（ランタス®），インスリン ア
スパルト（ノボラピッド®）の 4種のインスリ
ン製剤の希釈試料の分析を行った． 
② 分析条件 
液体クロマトグラフシステム：Prominence 
liquid chromatograph（島津製作所） 
検出器： TSQ Quantum Access MAX tandem mass 
spectrometer（Thermo Scientific） 
カラム：Hypersil GOLD PFP column (50 mm x 
2.1 mm i.d., particle diameter of 0.5 um) 
(Thermo Scientific) 
カラム温度：40 ℃ 
移動相 A：0.1 %ギ酸水溶液 
移動相 B：0.2 %ギ酸アセトニトリル溶液 
移動相組成：移動相 Bの 5～100 %のグラジエ
ント分析 
分析時間：15 分 
流速：0.2 ml/min 
注入量：10 ul 
イオン化モード：エレクトロスプレーイオン
化（ESI）positive 
 
(2) インスリン製剤の添加物の定量法 
 インスリン製剤中には，保存剤や安定剤と
して，m-クレゾール，トロメタモール，塩化
ナトリウム，酸化亜鉛，フェノール，グリセ
リン，プロタミン硫酸塩，リン酸水素二ナト
リウムなどが含有されているが，これらの中
で本研究の目的に合致しうる添加物の有無
を検討し，その定量方法も併せて検討するこ
ととした． 
 
(3) インスリン分解物の定量法 
 インスリンやインスリンアナログの摂取
者の尿に，その分解物が排泄されていること
が知られており（文献⑤・⑥），それらの中
で本研究の目的に合致しうる分解物の有無
を検討し，その定量方法も併せて検討するこ
ととした． 
 
４．研究成果 
(1) インスリン濃度の定量法 
① 測定モードとして，選択反応検出（SRM）
モードを用いた結果，それぞれピークが検出
された．例としてインスリン グルリジン（ア
ピドラ®）のクロマトグラムを図 1に示す．コ
リジョンエネルギーは 25 V で，トランジシ
ョンは表１の通りとした． 
 

Brand 
Name 

Precursor 
Ion (m/z) 

Product 
Ion 1 

Product 
Ion 2 

Apidra 1165.02 346 329 
Humalog 1162.01 230 217 
Lantus 1 1212.01 758 219 
Lantus 2 1213.01 308 284 
NovoRapid 1165.01 216.6 210 
 

Brand 
Name 

Product 
Ion 3 

Product 
Ion 4 

Product 
Ion 5 

Apidra 227 199  



Humalog 171 136 204 
Lantus 1    
Lantus 2    
NovoRapid 136.3 86.7  

表１ MS/MS transitions 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ インスリン グルリジン（アピドラ®）の

クロマトグラム 
 
② インスリン グルリジン（アピドラ®）は保
持時間約 4.72 分，インスリン リスプロ（ヒ
ューマログ®），は 4.78 分，インスリン グラ
ルギン（ランタス®）は 4.69 分，インスリン ア
スパルト（ノボラピッド®）は 4.74 分にそれ
ぞれピークが検出された． 
 
(2) インスリン製剤の添加物の定量法 
① 種々の添加物の中で，m-クレゾールが本
研究の目的に合致しうる添加物と考えられ，
その分析法を検討した． 
② m-クレゾールの分析条件 
装置：GCMS TQ8030（島津製作所） 
カラム：RT-BetaDEXsa (30 m x 0.25mm i.d.x 
0.25 um df) (Restek) 
カラム温度：100～180 ℃の昇温分析 
分析時間：11 分 
キャリアガス：ヘリウムガス 
流速：9 ml/min 
注入法：スプリットレス 
注入口温度・イオン源温度・インターフェー
ス温度：いずれも 230 ℃ 
測定モード：多重反応モニタリング（MRM） 
③試料調整 
 20 ml のガラスバイアル瓶に試料 0.5 g，
蒸留水1.5 ml，塩化ナトリウム0.4 gを入れ，
直ちに密栓し，固相マイクロ抽出（SPME） 
ファイバーアセンブリーのニードルをバイ
アルの蓋のセプタムに挿入し，ファイバー
（膜厚 85 um のポリアクリレート）を気相に

に露出させる．バイアル瓶を 100 ℃で 10 分
加温し，平衡状態にした後，GC-MS/MS に導入
する． 
④クレゾールの他の異性体とも良好に分離
でき，保持時間約 6.1 分に m-クレゾールのピ
ークが検出された． 
 
(3) インスリン分解物の定量法 
 これまで行ってきた研究では，本研究の目
的に合致しうる明らかな分解物を確認する
ことはできなかった． 
 
(4) 研究の総括 
 GC-MS/MS を用いて，m-クレゾールの検出が
可能であることが確認され，応用することに
より，その定量も可能であると考えられた．
またインスリン製剤の含有成分の検出法に
ついても検討を行い，その定量の可能性が示
唆された．当初の研究期間内の定量法開発に
は至らなかったが，今後更に設定条件等の検
討を行い，実際の法医鑑定，即ち，法医鑑定
例におけるインスリン大量投与の証明に利
用できるように進めていきたいと考えてい
る．なお，得られた知見を発信する際は，科
学研究費補助金の交付を受けて行った研究
の成果であることを表示し，国内及び海外の
学会発表や，論文を投稿しての誌上発表を行
う所存である． 
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