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研究成果の概要：極性化合物をガスクロマトグラフィー質量分析計（GC-MS）にて測定すると
吸着による感度低下を招くため、通常は誘導体化処理を行ってから測定する。我々は、この吸

着が注入口のライナーに充填されているグラスウール上で主に起きていることをつきとめ、誘

導体化をしなくても溶媒にカルボン酸（ギ酸・酢酸）を添加すると吸着が減少することを見出

した。添加するカルボン酸は 3%付近で感度・再現性ともに良い値を示し、この迅速・簡便な
方法が定量性も十分であることを証明した。 
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１．研究開始当初の背景 
（1）法医学では、死因に薬物が関与してい
るか否かを調べるために血中薬物濃度（主に
血清を用いる）の検査を行っている。気管支
拡張剤であるテオフィリンを GC-MS を用い
て測定したところ、標準品のレスポンスより
同量を血清に添加・抽出したサンプルのレス
ポンスの方がはるかに大きかった（マトリッ
クス効果）。この常識的ではない現象を検討
したところ、サンプルがより汚い（夾雑物が
多い）方がテオフィリンのレスポンスがより
大きくなることが明らかになってきた。我々
はこの現象をより深く理解するために研究

を始め、感度が上昇するという結果を利用し
て、抽出したサンプルに意図的に“ある物質”
を加え、さらなる感度上昇を引き起こす方法
を試みた。 
（2）抽出サンプルに添加する“ある物質”
を決めるため血清抽出物のバックグラウン
ドノイズを調べると、ヘキサデカン酸やオレ
イン酸などが多量に存在したので、カルボン
酸は有効な物質であるかもしれないと仮説
を立てた。しかし、これらのカルボン酸は沸
点が高くキャリーオーバーが懸念されたた
め、より分子量が小さい酢酸を添加してみた。
すると、酢酸の添加はテオフィリンの感度を
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上昇させたので、添加実験によって現象の解
明および分析条件の最適化を試み、実践で使
える方法であるかを確認することにした。 
 
２．研究の目的 
（1）極性化合物の吸着が GC-MSのどの部位
でどのように起きているかを知ることが最
初の目的となった。また、カルボン酸はこの
吸着に対してどのように、どの程度効果があ
るかを検討した。 
（2）予備実験にて、ギ酸や酢酸の添加がテ
オフィリンやアモバルビタール・フェノバル
ビタール（睡眠鎮静薬）の感度を上昇させる
ことが明らかであったので、この方法におけ
る定量分析の正確さ・精度を確認することに
した。誘導体化を用いないこの方法は、迅
速・簡便であり、法医学や臨床医学の実践（薬
物分析）で用いられることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）吸着部位は、注入口、カラム、イオン
源が考えられるが、注入口のライナーを交換
するとレスポンスが極端に大きくなる物質
があったので、我々は注入口に注目していた。
そのため、グラス入りライナーおよびグラス
ウールなしライナーについて調べることに
した。テオフィリン標準品に酢酸を 0, 0.1, 1, 2, 
3, 4%となるように添加して（酢酸エチル溶
液）レスポンスを比較した。0-4%を一連の分
析とし、これを 5回繰り返し（sequence 1-5）、
感度・再現性を調べた。ただし、テオフィリ
ンのキャリーオーバーを防ぐため、各サンプ
ル間は 2%酢酸-酢酸エチルブランク溶液を注
入した。このデータを用いて、最適な酢酸添
加量、グラスウールのの影響について検討し
た。 
（2）ギ酸と酢酸の比較、注入口温度の検討
による最適化を行った後、この条件にて定量
性の検討を行った。薬物は、アモバルビター
ル、フェノバルビタールを用いた。この方法
は抽出された夾雑物が感度に影響を与える
ため、異なった夾雑物を生じる固相抽出、液
-液抽出の 2通りでこの方法を試した。内部標
準をペントバルビタールにしてそれぞれの
検量線を作成し、低・中・高濃度における
accuracy（正確さ）、precision（精度）を求め
た。この値を、Food and Drug Administration
（FDA）ガイダンスの基準値と照らし合わせ
た。 
 
４．研究成果 
（1）図 1 は添加した酢酸濃度（横軸）に対
するテオフィリンの面積値（縦軸）を示した
ものである。グラスウール入りのライナー
（A）では酢酸濃度が増加するにつれてレス
ポンスが増加している。3%と 4%の値があま
り変わらないことから、これ以上はほとんど 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. 0, 0.1, 1, 2, 3, 4% 酢酸-酢酸エチル溶液
に溶かされた 20 ng テオフィリン（オンカラ
ム）のピーク面積。グラスウール入りライナ
ーを使用（A）、グラスウールなしライナーを
使用（B）。 
 
増加しないと考えた。0-4%の一連の注入を 
sequence 1とすると、1から 5にかけてレスポ
ンスが徐々に減少している。sequence 5が終
了した後にライナーを交換するとテオフィ
リンのレスポンスは sequence 1のレベルに復
活した。このことから、注入を繰り返すこと
によってグラスウールが劣化していること
が示唆される。グラスウールが劣化すると、
酢酸が低濃度の場合に再現性がひどく悪く
なったが、3%酢酸においてはテオフィリン面
積値の変動係数（%CV）が 3.3と最も良い値
を示し、酢酸添加量は 3%付近が最適であろ
うと思われた。グラスウールなしライナー
（B）においては、繰り返し注入によるレス
ポンスの減少は観測されなかったが、全体的
にレスポンスが低く再現性も悪かった。酢酸
の効果はほとんどなかったと言える。これら
の実験結果を踏まえると、トリメチルシリル
基などで不活性化処理されたグラスウール
は徐々に活性化し、テオフィリンなどの極性
化合物（-NH）を吸着しやすくなる。しかし、
酢酸はトリメチルシリル基が取れ、シラノー
ルとなった末端を非解離型にする効果を持



 

 

つ。これが吸着を減少させた主な原因だと考
えた。酢酸の沸点が低いことから、テオフィ
リンと酢酸は注入口を出るとすぐに離れて
しまうと考えられるが、カラムでの吸着が支
配的であるとすると、酢酸添加によるレスポ
ンスの増減はほぼ起こらない。しかし、実際
起きたのであるからテオフィリンと酢酸が
同居している注入口がカラムより支配的で
あり、グラスウールなしライナーで酢酸の効
果が無かったことから主な吸着部位はグラ
スウール上と考えるのが自然である。カラム
が劣化をした場合は当然強い吸着を示すが、
我々がこの研究を行った約 2年間カラムを変
えることはなかった。また、我々はイオン源
をクリーニングした後に極性化合物の感度
が非常に低くなった経験を持つが、これはメ
ーカーによるイオン源の材質やクリーニン
グの仕方によって様々であり、最近は吸着の
少ないイオン源が開発されていることから、
極性化合物を測定するときは、注入口のグラ
スウールに最も注意を払うべきである。 
（2）添加するカルボン酸としてギ酸と酢酸
を比較したところ、さほど変わらなかったた
め、より分子量の小さいギ酸を選択し、注入
口の温度は 300°Cを選択した。血清からアモ
バルビタール、フェノバルビタールを抽出す
るために我々が選択した固相抽出、液-液抽出
では、液-液抽出のバックグラウンドノイズの
方がだいぶ大きかったため、予想通り液-液抽
出の方がマトリックス効果を強く受け、レス
ポンスが大きかった（図 2 Aと C）。しかし、
それぞれの抽出物を 3%ギ酸-酢酸エチル溶液
で溶かすとレスポンスはさらに増加し、同じ
くらいになった（図 2 Bと D）。この結果によ
り、ギ酸の添加はレスポンスの再現性を向上
させることが示唆された。アモバルビタール、
フェノバルビタール検量線の低・中・高濃度
における accuracy、precisionを表 1に示した。
実際は、intraday（日内変動：n=5）も求めた
が、固相抽出の interday（日差変動：n=15）
のみを示した。この値は FDAガイダンスの
基準値である 15%以内を満たしており、この
分析法に十分な定量性があることが証明さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2. 1 μgアモバルビタールと 2 μgフェノバ
ルビタールを添加した血清から、固相抽出し
酢酸エチルで溶解（A）、固相抽出し 3%ギ酸-
酢酸エチルで溶解（B）、液-液抽出し酢酸エ
チルで溶解（C）、液-液抽出し 3%ギ酸-酢酸エ
チルで溶解（D）したものの Selected ion 
monitoring (SIM) クロマトグラム 
 
（3）この方法は、全ての極性化合物に対し
て有効ではなかったが、第 2級アミンおよび
類似体（アミド結合）に対しては有効である
と思われた。メタンフェタミン（覚せい剤）
も同様に感度上昇したが、アシル化し易いた
め、注入口の温度に注意を払う必要がある。
定量分析では、内部標準の物性がターゲット



 

 

化合物の物性に近ければ近いほどグラスウ
ールの状態に左右されないだろう。このよう
な点に注意すれば、ここに示した 3つの薬物
以外にも応用可能であると考えられ、実用的
な方法であると思われる。 
 
表 1. 各濃度のアモバルビタールとフェノバ
ルビタールを固相抽出後定量した mean 
(μg/mL), accuracy (%bias), precision (%CV) 
 

Interday (n = 15) Compound Conc. 

(µg/mL) Mean Accuracy Precision 

Amobarbital 0.1 0.096 -3.70 2.57 

 1.0 1.017 1.66 1.89 

 2.0 1.948 -2.62 3.21 

Phenobarbital 0.4 0.419 4.73 3.43 

 4.0 3.708 -7.30 4.52 

 8.0 7.205 -9.93 3.88 
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