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研究成果の概要（和文）：法医学上重要とされる薬毒物について、キャッチャーズ法によるヒト全血試料からの薬毒物
の抽出を試みた．これまでの研究で、ベンゾジアゼピン系、三・四環系薬物、フェノチアジン系、抗精神病薬類、β-
ブロッカー類、覚せい剤関連薬物、脱法ドラッグ（トリプタミン系、カチノン系、カンナビノイド系など）、トリカブ
ト毒、有機リン系農薬など様々な化合物の抽出が単一メソッドで抽出可能であることがわかった。これにより経験の少
ない分析者でも簡単・迅速に分析が実施でき、質量分析と組み合わせることで質の高いデータを提供できるようになっ
た。しかし、一部の高極性薬毒物については、抽出が困難であったため、今後更なる改良も必要である。

研究成果の概要（英文）：A modified QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) extraction me
thod has been developed for the simultaneous determination of forensically important drugs and poisons in 
human whole blood. In this study, we showed that this modified QuEChERS method can extract various types o
f drug such as benzodiazepines, tricyclic and tetracyclic antidepressants, phenothiazines, antipsychotics,
 beta blockers, amphetamines, designer drugs (tryptamines, cathinones, cannabinoids), aconitines, organoph
osphorus compounds in a single method. 
The combination of the modified QuEChERS method and LC-MS/MS (or GC-MS) allowed inexperienced technicians 
to acquire reliable data quickly and easily in forensic toxicological analysis. However, since some highly
-polar compounds were not able to extract from samples, we need further experiment for that.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
全国の解剖機関において、新たに薬毒物検

査機器を導入し、検査体制を構築しようとす
る機関が増えている．これらの機関が検査機
器を導入後、すぐに直面する問題は、前処理
法の選択である．検査機関にとってボトルネ
ックとなっているのは、分析機器の操作より
も、むしろ試料の前処理法である．もちろん
個々の薬毒物についての分析法は論文など
から確認することは可能であるが、法医学領
域に求められているのは、死因究明のための
幅広い未知化合物のスクリーニングであり、
かつ簡便で信頼性の確保された分析法であ
る．加えて、法医学領域では溶血・腐敗血液
を取り扱うことも多く、これらの試料に対応
できる分析法が必要とされている． 

法 医 学 領 域 でよく使 用 される前 処 理 法
には、除 タンパク、液 -液 抽 出 、固 相 抽 出
がある．除 タンパク処 理 は、最 も簡 便 な処
理 法 ではあるが、精 製 が不 十 分 なこともあ
り、装 置 の汚 染 、定 量 値 など分 析 の信 頼
性 に問 題 が生 じることもある．液 -液 抽 出
法 は簡 便 かつ応 用 範 囲 が広 い方 法 では
あるが、pH の調 製 、抽 出 溶 媒 の選 択 など
初 心 者 にはわかりにくい部 分 もある。一 方 、
固 相 抽 出 法 は、クリーンアップ効 果 が高 く、
対 象 とする薬 毒 物 の範 囲 も広 い方 法 だと
考 えられる。しかし、操 作 が煩 雑 で時 間 も
かかり、デバイスが必 要 になることもある．
さらに分 析 者 間 での抽 出 効 率 のバラツキ
も大 きいと考 えられる．それ故 、各 前 処 理
法 の利 点 のみを持 った簡 便 かつ信 頼 性
の高 い抽 出 法 の開 発 が法 医 学 領 域 にお
いて求 められている． 
 
２．研究の目的 

薬 毒 物 検 査 を新 たに開 始 する機 関 で
は、すぐに質 の高 いデータが得 られるもの
ではなく、多 くの問 題 に直 面 する．その中
でも重 要 なものは「適 切 な前 処 理 法 の選
択 」である．経 験 の浅 い分 析 者 でも、法 医
学 領 域 で扱 う複 雑 なマトリックスから容 易
に薬 毒 物 を抽 出 できる手 法 が求 められて
いる．そこで、主 に食 品 分 析 分 野 で利 用
されている前 処 理 法 であるキャッチャーズ
法 (QuEChERS) に 注 目 し た ． QuEChERS
は、Quick (迅速)、 Easy (簡単)、 Cheap (安価)、 
Effective (効率的)、 Rugged (堅牢)、 Safe (安
全) の頭字語であり、様 々な食 品 マトリック
スから農 薬 を迅 速 に抽 出 できる方法で、
2003 年に Anastassiades  らによって開発
さ れ た比較 的 新しい 前 処理法 で あ る
(Anastassiades M, Lehotay SJ, Stajnbaher D, 
Schenck FJ. Fast and easy multiresidue method 
employing acetonitrile extraction/partitioning and 
"dispersive solid-phase extraction" for the 
determination of pesticide residues in produce. J 
AOAC Int 2003; 86(2): 412-31)．本法は、迅速・
簡便であることに加えて、バキュームマニホ
ールドやブロックヒーターなどのデバイス

が不要であることから初期コストはほとん
どかからない． 

QuEChERS を法医試料に応用するために
はいくつかの改良が必要と考えられるが、条
件を絞り込めば従来の前処理法の利点のみ
を取り入れた、簡便かつクリーンアップ効果
の高い薬毒物の前処理法になると期待され
る．この新しい抽出方法である QuEChERS を
改良し、経 験 の少 ない分 析 者 でも、簡 単 か
つ質 の高 いデータを提 供 できるようにする
ことが本 研 究 の目 的 である．  
 
３．研究の方法 
(1) 全血試料を対象としたQuEChERS 法 の
最 適 化  
対象とする薬毒物は、早急な法医実務への

応用を目指すため、法医学上重要とされてい
る薬毒物 314 種類から選択する．すなわち、
これら薬毒物（揮発性薬毒物を除く）を①ベ
ンゾジアゼピン系薬物 ②三環・四環系抗う
つ薬 ③フェノチアジン系薬物 ④バルビツ
ール酸系及び酸性薬毒物 ⑤その他の薬毒物 
⑥代謝物 ⑦有機リン系農薬 ⑧天然毒のよ
うにクラスを分け、各クラスから検出頻度の
高い薬毒物をピックアップした． 

試 料 としては全 血 試 料 を選 択 した．全
血 のマトリックスは比 較 的 複 雑 で、抽 出 の
難 易 度 は高 いが、法 医 試 料 では変 性 ・腐
敗 した試 料 が多 く、血 清 を採 取 できないこ
ともあるため、あえて全 血 での開 発 を優 先
した．その後 、血 清 、尿 、臓 器 などに適 用
範 囲 を広 げていった．  

QuEChERS 法 は、基 本 的 に A 抽 出 と
B 精 製 の 2 つのステップからなるが、それ
ぞれのステップにおいて最 適 化 を行 なった
（図 1）．A 抽 出 ステップ：全 血 試 料 の希 釈
率 とそのサンプル量 に対 して、抽 出 試 薬
をどの程 度 添 加 するかが重 要 なポイントと
考 えられる．試 薬 としては無 水 硫 酸 マグネ
シウム、酢 酸 バッファー又 はクエン酸 バッ
ファーを用 いた．B 精 製 ステップ：抽 出 ステ
ッ プ で 得 ら れ た 上 清 を 分 散 型 固 相 抽 出
(dSPE)で精 製 した．使 用 する dSPE の担
体 は様 々なものが存 在 するが、PSA、C18、
GCB 、その他 の固 相 担 体 を使 用 した．ま
た脂 質 除 去 の目 的 でカートリッジタイプの
担 体 も用 いた．  

 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 QuEChERS 法 の流 れ  

 
(2) 分析法のバリデーション 
最適化した QuEChERS 法を用いて、引き

続き薬毒物のバリデーションを行った．すな



わち、①特異性、②検量線、③再現性（真度、
精度）④検出下限、定量限界、⑤回収率、⑥
マトリックス効果の評価を行った．なお、本
研究は初心者でも質の高いデータが得
られることを目的としているため、バ
リデーションの項目の中で、分析者間での定
量値の変動にも注目した．分析熟練者と分析
の経験が全くない学生（5 名程度）から得ら
れたデータを比較評価し、QuEChERS の有
効性を確認した．分析装置としては、誘導体
化などの煩雑な操作を極力無くすため、高速
液体クロマトグラフタンデム型質量分析計
を使用した．分析条件を以下に示した． 
 
分析条件 
HPLC 装置：島津製作所製 Prominence 
質量分析計：ABSCIEX 製 3200QTRAP 
分析カラム：化学物質評価研究機構製 
L-Column (1.5 mm i.d. ×150 mm, 5µm) 
移動相 A：95% 10 mM ギ酸アンモニウム+ 
5% MeOH 
移動相 B：5% 10 mM ギ酸アンモニウム+ 
95% MeOH 
グラジエント条件：B 液 0% から 15 分間
のリニアグラジエントで 100%．5 分間保持
した後、0%に戻し 10 分間平衡化した． 
カラム温度：40℃ 
流速：0.1 mL/min 
試料注入量：10 µL 
測定モード：MRM-EPI , MRM 
 

(3) 実試料への応用 
バリデーション作業の終了後、法医事例

に適用し、QuEChERS 法の有用性を確認し
た． 

 
４．研究成果 
(1) 開発した改良型 QuEChERS 法の手順 

最終的に作成した抽出手順は次の通りで
ある．無水硫酸マグネシウム 0.4 g、酢酸ナ
トリウム 0.1 g を含むプラスチックチューブ
（4.5 mL 容）に内標準物質として D5-ジアゼ
パム 50 ng/mL を含有するアセトニトリルを
1 mL を加えた．次に粉砕ビーズ 1 個（ステ
ンレス製 5 mm. I.D.）及び精製水で 3 倍に希
釈した血液を加えて 30 秒間振とう後、遠心
分離した．得られた上清を次の精製ステップ
に用いた．精製ステップでは、分散固相抽出
担体（PSA 25 mg、 C18 25 mg、 MgSO4 150 
mg 含有）を用いて精製した後、得られた上
清を分析試料とした．なお、精製ステップで
は、化合物に適した固相担体を選択する必要
があり、酸性薬物では PSA を除いた固相担
体（C18 25 mg、 MgSO4 150 mg 含有）を使
用した．改良型 QuEChERS 法は、全血試料の
抽出・精製を約 5 分間で完了することが可能
であった． 
 

(2) バリデーション 
 薬毒物を添加した全血試料を、上記改良型
QuEChERS 法 を 用 い て 処 理 し た 後 、
LC-MS/MSで分析を行った．これまでに、208
化合物について検討を行なった結果、一部回
収率の低い化合物も見られたが、検量線、再
現性、マトリックス効果、検出限界、定量下
限などはおおむね良好であり、法医実務に適
用できると考えられた． 
 
(3) 事例への応用 
 法医実務に応用した結果、溶血、腐敗血な
ど状態の悪い試料でも、対象とした薬毒物を
検出することができた（図 2）．これまでに、
ベンゾジアゼピン類とその代謝物、三環・四
環系抗うつ薬、フェノチアジン系薬物、バル
ビツール酸系薬物及び酸性薬毒物、ベータブ
ロッカー、その他抗精神病薬、有機リン系農
薬などに加えて、覚せい剤や麻薬などの違法
薬物、脱法ドラッグ（カチノン系、カンナビ
ノイド系、トリプタミン系）などが実試料か
ら検出でき、本法の有効性が確認できた．更
に本法は、尿、血清、臓器など様々な試料に
応用可能であることもわかった．但し、一部
極性の高い化合物では抽出が困難であった
ため、今後は水溶性の高い薬毒物にも適用で
きるように更なる改良を加えていく予定で
ある． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 法医試料への応用例．全血を QuEChERS
法で処理した後、LC-MS/MS で分析したもの 
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