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研究成果の概要（和文）：家屋建材の燃焼ならびにガソリンや灯油などの暴露により吸引される揮発性炭化水素
の血液中の濃度を推定可能な新しいNAGINATA-GC/MSスクリーニング法を開発した。続いて生体試料中のシアン化
物、チオシアン酸塩ならびにアジ化物の簡便で信頼性の高い定量法を確立し、これをデータベースに登録するこ
とで、危険な毒物を所持しなくてもシアン化物とアジ化物の暴露程度が分かる画期的な方法を開発した。さら
に、犯罪目的でしばしば用いられる微量の催眠鎮静剤を含む161種の薬毒物の、LC-MS/MSによる定量的スクリー
ニング法を開発した。本法は多機関に導入され、焼死体の死因・火災原因を判断する上で成果をあげている。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new NAGINATA-GC/MS screening method that can easily 
estimate the blood concentrations of volatile hydrocarbons absorbed by combustion of house building 
materials, gasoline or kerosene. We also developed a reliable and simple determination method of 
cyanide, thiocyanate and azide in human whole blood, and created the NAGINATA-GC/MS database which 
can estimate the concentration of the compounds without possessing dangerous poisons as standards. 
Furthermore, we made a quantitative database of 161 kinds of drugs including hypnotics which are 
often used in crime purposes, using LC-MS/MS. The databases which we developed have already been 
used in many forensic laboratories and emergency hospitals, and gives good results for judging the 
cause of death and the fire cause of the charred body.

研究分野： 法医中毒学

キーワード： 焼死体　薬毒物スクリーニング　NAGINATA　GC/MS　LC-MS/MS
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
火災現場で発見される焼死体の中には，不

慮の災害や過失，自殺による焼死だけでなく，
無理心中などの他殺による焼死や犯罪隠ぺ
いのための死後焼却も含まれ，死因の判定，
焼死・死後焼却の鑑別に極めて慎重な判断が
要求される． 
 家屋等の不完全燃焼により発生する一酸
化炭素による中毒は焼死を構成する主要な
要因であり，かつ火災時に生存していたこと
を示す最も有力な所見である．しかしながら，
灯油やガソリンの暴露による焼身自殺など
の急死の場合や殺害後の焼却の場合，一酸化
炭素ヘモグロビン(CO-Hb)濃度は低値を示す．
そこで，死者がどのようなガスを吸引したか
の判断には，Fig.1 に示す森永らの血液中揮発
性炭化水素のパターン分析が行われている． 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 
 
Fig.1 揮発性炭化水素の分析による吸引ガス

の判別（Int J Legal Med 1996; 109:75-79.） 
 

本法の基本概念はすぐれたものであるが，
判定は各成分が検出されるか否かの定性的
手法で行われるため，現在の高感度GC/MSで
はマイナスとなるべき成分も検出され，判断
に苦慮することが多い．一方米満らは，焼死
事例について，血液中揮発性炭化水素の定量
を行い，CO-Hb濃度との相関について興味あ
る知見を報告しているが  (Forensic Sci Int 
2012; 217: 71-75.)，定量分析を行うには，標準
物質を用いた検量線の作成が必要である． 
申請者は，GC/MSの精度管理・相対定量ソ

フトウェアであるNAGINATATMに着目し，乱
用薬物を含む塩基性薬物210種，農薬70種，酸
性薬物19種について検量線情報を含むデータ
ベースを構築，標準物質を所持しなくても確
実に薬物の存在の有無とおおよその濃度がわ
かる，画期的なスクリーニング法を開発した．
(Forensic Toxicol 2009; 27: 21-31., Legal Med 
2012; 14: 93-100., Forensic Toxicol 2012; 30: 
11-18.) 
 そこでこの手法を揮発性炭化水素のスクリ
ーニングに取り入れることが出来れば定性
情報と同時に定量情報も得られるため，各機
関で煩雑な検量線の作成を行わなくても，吸
引したガスの種類と暴露の程度を瞬時に確
認することが可能となり，より迅速に焼死体
の鑑定ができると考えられる． 
 また，焼死体の中には睡眠薬等を飲まされ
たのちに殺害され，犯罪隠ぺいのために死後
に焼却されたものも存在する．このような事
例に対処するには微量の催眠鎮静剤を迅速
に確認すると同時に濃度推定が可能な

LC-MS/MSのスクリーニング法が必要である． 
 
２．研究の目的 
本研究では火災時に吸引したガスの特定

に有用な揮発性炭化水素と，一酸化炭素と共
に死因への関与が疑われるシアン化物のガ
スクロマトグラフィー/質量分析(GC/MS)に
よるスクリーニング法の開発を行い，
NAGINATATM ソフトウェアを用いた定量的
データベースを構築する．さらに催眠鎮静剤
を含む法医鑑定に重要な薬物を選定し，これ
らを簡便に高感度で検出し，さらに濃度推定
を可能とする定量的データベースを備えた
LC-MS/MS スクリーニング法を確立する．確
立した方法を焼死事例に適用することで，焼
死体の死因・火災原因を判断するための基準
を作成，迅速・確実に焼死体の鑑別診断を行
うことを目的とする． 
 
３．研究の方法 
(1) 揮発性炭化水素の一斉スクリーニング
法の開発と定量的データベースの構築 
  
森永らの報告 (Int J Legal Med 1996; 109: 

75-79.)を元にベンゼン，トルエンなどの C6
から C9 までの芳香族炭化水素 10 種，ペンタ
ン，へプタンなどの C5 から C12 までの脂肪
族炭化水素 8 種の計 18 種を分析対象とした． 
10 ml 容量のヘッドスペースバイアルに血液
0.5 ml と蒸留水 0.5 ml を入れて密閉し，内部
標準物質であるトルエン-D8 溶液 4 μl (0.5 
μg)および血液中濃度が 0.01-10 μg/ml となる
ように調整した炭化水素混合溶液をマイク
ロシリンジでバイアルに刺入し, 60℃で 10
分間インキュベートした後，気相 1 ml を
GC/MS に導入した． 
 
装置  : Agilent 7890GC-5975MS，GERSTEL 

MPS2 多機能オートサンプラ 
カラム : Agilent HP-5MS (30 m × 0.25 mm i.d. 

0.25 μm) 
温度 : カラム 40ºC (7 min) - 10ºC /min - 

200ºC (2 min) ，注入口 220ºC，イン
ターフェース 280ºC 

キャリアガス : ヘリウム， 
イオン化 : EI-full scan， 
スプリット比：20:1 
定圧モード(リテンションタイムロッキング 

(RTL) 化合物 p-ジクロロベンゼン, 
RT=12.753 min) 

  
得られた各成分のマススペクトル，保持時

間，検量線情報を NAGINATA データベース
に登録した．確立したメソッドを用いて，焼
死事例の血液を分析し，本法の有用性を検証
した． 
 
(2) シアン化物，チオシアン酸塩，アジ化物
の高精度定量法の確立と NAGINATA スクリ
ーニングへの応用 

 吸引ガスの種類 芳香族炭化水素 脂肪族炭化水素 スチレン 

  C6-C8 C9 C5-C7 C8-C12   

家屋建材 + - - - + 

ガソリン暴露 + + + - + 

灯油暴露 + + - + + 

排ガス + + - - -  



 
生体試料中のシアン化物と代謝物のチオ

シアン酸塩，およびアジ化物はペンタフルオ
ロベンジル(PFB) 誘導体にして GC-MS で分
析する方法が最も一般的であるが，検量線が
直線性を示す範囲が狭い，カラムが劣化する
等の問題がある．本研究では，鹿毛らの方法 
(J Chromatogr B 1996; 675. 27-32., J Anal 
Toxicol 2000; 24: 429-432.)を元に各条件を詳
細に検討し，より信頼性の高い全血中シアン
化物，チオシアン酸塩およびアジ化物の定量
法の確立を試みた． 
検討項目は下記の通りである． 

①除タンパク法：種々の酸や溶媒による最適
な除タンパク法を検討した． 
②内部標準物質(IS)：シアン化物の定量には
そのベンジル誘導体とシアン化カリウムの
同位体 K13C15N を，チオシアン酸塩，アジ化
物の定量にはそれぞれのベンジル誘導体を
IS 候補化合物として選択し，既報のトリブロ
モベンゼン (TBB)を用いた場合と比較した．
③ カラム劣化の原因：誘導体化試薬や相間
移動触媒などカラム劣化の原因物質を探索
し対策法を検討した． 
④GC-MS の条件：誘導体化試薬 PFBBr とア
ジ化物誘導体が良好に分離できる条件を検
討した．分析条件は下記に示す通りである． 

 
装置 : Agilent 7890B GC-5977B MS， 
カラム : Agilent HP-5MS UI (30 m × 0.25 mm 

i.d. 0.25 μm)， 
温度 : カラム 40ºC (2 min) –10ºC /min – 

100 ºC– 20ºC /min–300ºC (5 min) ， 
注入口  250ºC，インターフェース 
280ºC， 

キャリアガス : ヘリウム， 
イオン化 : EI-full scan，定圧モード 
   (RTL 化合物 diazepam-d5,  RT=17.919 分） 
 

NAGINATA-GC-MS スクリーニングに用い
るために，上記 3 化合物と IS (TBB)の質量ス
ペクトルと保持時間，ならびに定量イオンと
定性イオンの比率をデータベースに登録し
た．合わせてブランク血液に各化合物を添加
した試料を用いて作成した検量線の情報を
データベースに登録した． 
 
(3) 法医鑑定のための最重要薬毒物の
LC-MS/MS スクリーニング法の開発 
 
現在の法医学分野における要求度の高い

化合物として催眠鎮静剤を含む 161 の薬毒物
を選択し，これらを全血に添加した試料を用
いて検討を行った． 
サンプル調製は QuEChERS をベースとし

た前処理法（改良 QuEChERS 法）を採用した． 
処理したサンプルは下記の条件で分析した． 
 
装置：Nexera / LCMS-8040（島津製作所製） 
カラム：Phenomenex Kinetex XB-C18  

(100x2mm,  2.6μm)  
カラム温度：40 °C  
流速：0.3 mL/min 
クラジエント条件：5％ B（0 min）– 95％ B
（7.5 - 10 min）- 5％ B（10.01 - 15 min） 
移動相 A：10mM ギ酸アンモニウム, 0.1%ギ
酸 – 水, 移動相 B：10mM ギ酸アンモニウム, 
0.1%ギ酸 – メタノール 

 
161 化合物それぞれの血液中濃度から 3 グ

ループに分け，夾雑物の影響を受けにくい
MRM（Multiple Reaction Monitoring：多重反
応モニタリング）で検量線を作成し，その情
報を登録した．加えてプロダクトイオンによ
る化合物データベースを構築した． 
 
４．研究成果 
(1) 揮発性炭化水素の一斉スクリーニング
法の開発と定量的データベースの構築 

 
18種の揮発性成分は 2.0分から 16.0分に溶

出し，良好な分離が得られた．揮発性炭化水
素を添加した血液の TIC クロマトグラムを
Fig. 2 に示す． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 2 揮発性炭化水素を添加した血液の TIC

クロマトグラム 
 

p-ジクロロベンゼンをRTL化合物に設定す
ることで，常に同じ保持時間で各成分が溶出
し，再現性のあるデータが得られることが判
明した．今回は利便性の観点から，難揮発性
薬毒物のスクリーニングに用いている
HP-5MS カラム (30 m) を使用したが，今後
対象となる揮発性成分を増やすためには，カ
ラムの種類や長さを検討する必要があると
思われた． 
 検量線は0.01-10 μg/mlの範囲で良好な直線
性を示した．予め NAGINATA データベース
に検量線の情報を登録しておくことで，検量
線を作成することなしに，迅速に血液中の燃
焼ガス成分の大よその濃度が得られ，火災時
の吸引ガスへの暴露程度を速やかに判断す
ることが可能となった． 
開発したメソッドを灯油の暴露が疑われ

た事例に応用したところ，Fig.3 に示すように，
一般家屋の燃焼時に見られるC6-C8までの芳
香族炭化水素の他に，灯油成分が多数検出さ
れた．Fig 4 に本事例で得られた検出パターン

 



をグラフで示したが，家屋の燃焼で発生した
ベンゼンなどの成分に加えて，星印で示した
灯油成分が高濃度で検出されているのが判
明した．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3 NAGINATA スクリーニングの Quant 

Screener Report の一部 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 灯油暴露事例の検出パターン 
 
以上のように，開発したスクリーニング法 

を用いると死因と火災原因を判断する上で
有用な情報が簡単に得られることが判明し
た． 
 
(2) シアン化物，チオシアン酸塩，アジ化物
の高精度定量法の確立と NAGINATA スクリ
ーニングへの応用 
 
前処理法の検討結果 
シアン化物の分析にはトリクロロ酢酸に

よる除タンパクが最も良好な結果を示し，チ
オシアン酸塩とアジ化物はいずれの除タン
パク法でも回収率が低下したので全血のま
ま分析することとした．IS としてはシアン化
物の定量には K13C15N が最も適しており，ア
ジ化物とチオシアン酸塩はベンジル誘導体，
TBB のいずれを用いても良好な結果を示し
た．カラムの劣化は相間移動触媒がカラムに
残存することに起因していることが判明し，
エチルベンゼンスルホン酸シリカゲルカラ
ム (Agilent Bond Elut-SCX, 50 mg) を用いて
効率的に除去することに成功した．確立した
前処理法を Fig. 5 に示す． 

3 種の化合物共に検量線は 0.02-1.0 µmol/ml 
の範囲で良好な直線性を示し (Fig. 6)，真度 
と 精 度 も 基 準 の 範 囲 内 で あ っ た ．
NAGINATA-GC/MS スクリーニングでは 3 種
の化合物の存在の有無と濃度推定が迅速に

判定可能となった．本法は危険な毒物を所持
することなく，シアン化物やアジ化物の摂取
が証明できることから，警察や法医学の鑑定
のみならず，救急医療の現場でも大変有用と
考える． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 確立した前処理法（赤字が改良した点） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Fig. 6 シアン化物，チオシアン酸塩，アジ化

物の検量線 
 
(3) 法医鑑定のための最重要薬毒物の
LC-MS/MS スクリーニング法の開発 

 
生体サンプル中の薬毒物の定量分析を行

うためには，標準品を用いた検量線の作成が
必要であり，試料調製に多大な労力と時間を
要する．当然ながら標準品がなければ定量分
析を行う事は不可能である． 
今回，diazepam-d5と Phenobarbital-d5を内部

標準とし，標準物質を添加した血液試料の分
析で得られた検量線情報（傾きおよび切片）
をメソッドに登録することにより，おおよそ
の濃度がスクリーニング時に分かる新しい
方法を開発することに成功した．加えて
MRM の閾値を超えると自動的に MS/MS を
行う Synchronized Survey Scan 機能を用いる
ことで，1 回の分析で MRM とそれに従属し
たプロダクトイオンスキャンを組み合わせ
ることが可能となった． 

Fig. 7 にトラゾドンとアモキサピンの
MRM クロマトグラムとプロダクトイオンス
ペクトルを示す． 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 MRM クロマトグラムとプロダクト

イオンスペクトル 
 
このメソッドについて，23 薬物を血液に添

加した試料を用いて評価したところ，改良
QuEChERS 法は酸性・塩基性薬物に関係なく
安定した回収率を示し，生体サンプルに十分
応用可能であることを確認した．MRM によ
りおおよその定量値が得られ，同時にプロダ
クトイオンスキャンを行い，得られた MS/MS
スペクトルからライブラリとの比較により
同定まで行えることを確認した． 
 今回開発したメソッドは定性分析と同時
に薬毒物濃度を概算したい場合や，特に標準
試料が直ぐに準備できない場合においては，
迅速におおまかな薬毒物濃度を把握するこ
とができるため有用な方法であるといえる． 
 
 以上の結果，焼死体の解剖事例において重
要となる，揮発性炭化水素，シアン化物なら
びに催眠鎮静剤を含む薬毒物の定量的スク
リーニング法が完成し，実務応用が充分可能
であることが証明できた．構築したデータベ
ースは九州大学のみならず，多くの機関で使
用され，着実な成果をあげている． 
今後はさらにデータを蓄積し，本研究の最

終目的である，焼死体の死因・火災原因を判
断するための基準を作成したいと考えてい
る． 
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