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研究成果の概要（和文）：　本研究は、新しい質量分析法であるフーリエ変換－リニアイオントラップ型質量分析計を
法医学へ応用することを目的としたものの、新たに飛行時間型タンデム質量分析計(LC-Q-TOFMS)を購入して計画を遂行
した。
　LC-Q-TOFMSは精密質量測定が可能で、ヒト尿中のアマニチン類を高感度に検出することに成功した。次いで、合成カ
ンナビノイド及びその代謝物の検出、同定、定量にも有効であることが示され、経口人工妊娠中絶薬であるミフェプリ
ストンの生体からの検出も成功した。現在、自然毒ライブラリーを構築中である。すなわち、LC-Q-TOFMSは、法医学、
法中毒分野において有効であることが示された。

研究成果の概要（英文）：  The purpose of the project is to develop application methods for identifying and
 quantitating various drugs and toxins using a Fourier transformation-linear ion trap mass spectrometer, s
hared in the Faculty.  However, under the available LC conditions optimized to proteomic analysis, suffici
ent separation and reproducibility were not obtained.  We thus purchased a quadrupole-time of flight mass 
spectrometer (Q-TOFMS); further experiments were rendered using this (liquid chromatography) LC-Q-TOFMS sy
stem.
  Using the LC-Q-TOFMS system, amanitins in urine samples were sufficiently separated; the calibration cur
ves showed good linearity in the range of 1 - 5,000 ng/ml.  This system has enabled sensitive detection an
d identification of various synthetic cannabinoids and mifepristone, and their metabolites with high sensi
tivity.  We are now constructing a screening system of 53 natural toxins.  Hence, LC-Q-TOFMS will be a use
ful tool in analyzing various compounds in forensic toxicology.
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１．研究開始当初の背景 
 
薬毒物分析において、現在汎用され、強力
なツールとして用いられているのは、質量分
析計（MS）であり、最近では、LC－タンデ
ム質量分析計（MS-MS）が広く用いられて
いる。従来の LC-MS-MS は、四重極型かイ
オントラップ型が主流であり、我々は、特に
超高速液体クロマトグラフィー（UPLC）
-MS-MSを用いて向精神薬の迅速高感度分析
を行ってきた。しかし、本方法では、血中に
含まれる微量の向精神薬が迅速に検出され
るものの、質量電荷比は整数でしか得られな
いという弱点が存在する。特に、腐敗サンプ
ルのような夾雑物を多く含むサンプルでは、
MS-MS といえども、非特異的な夾雑ピーク
の出現は免れ得ない。例えば、特徴の乏しい
低分子のフラグメントに分解されやすい三
環系抗うつ薬においてはこのような現象は
十分生じうる。従って、このような薬物を確
実に同定するためには、より分解能の高い質
量分析計が威力を発揮する。 
 分解能の高い質量分析計としては、飛行時
間型質量分析計（TOFMS）か、フーリエ変
換型の質量分析計が主流である。TOFMSは
四重極型の質量分析計と結合したQ-TOFMS
が注目を浴びているものの、操作が煩雑で相
対的に感度が低いという弱点が存在する。フ
ーリエ変換型の質量分析計は一般に大きな
磁石を必要とし、操作性も低かった。最近開
発された Orbitrap は、著しく小型化されて
いるのみならず、操作性も改善され、ペプチ
ド分析に威力を発揮している。しかしながら、
薬毒物や高分子の自然毒に対する応用は、現
時点では少ないのが現状である。 
 夾雑物の多いサンプルや、毛髪や爪のよう
な薬物の含有量が低いサンプルにおける、薬
毒物、特に高分子自然毒の検出・同定法は、
現在においても完全には確立しているわけ
ではなく、より高感度でより特異的な方法が
求められている。 
 
２．研究の目的 
 
 法医鑑定における薬毒物分析の重要性は、
ますます増大しているにも関わらず、未だ検
出困難な薬毒物が数多く存在する。本研究に
おいては、新しいフーリエ変換－リニアイオ
ントラップ型質量分析計を用いることで、以
下の目標を達成する。 
(1)自然毒を含む広範囲にわたる薬毒物の高
感度かつ特異的同定法を確立し、 
(2)次いで腐敗試料や、爪、毛髪等からの代替
試料からの検出法を確立すると同時に、 
(3)簡便なスクリーニングにも応用可能な簡
便な抽出・分析法を開発し、 
(4)この質量分析計を用いることで種々のバ
ックグラウンドを有する教室において可能
となる使用法を提示し、 
(5)薬毒物のメタボローム解析にも応用する

ことにより、法中毒実務及び研究の可能性を
さらに広げる解析法を提案する。 
 
３．研究の方法 
 
（1）UPLC-MS-MSによる自然毒の分析条件 
 まず、アマニチンに関し、UPLC-MS-MS
による分析の条件の最適化を試みた。
UPLC-MS-MS での分析カラムは Acquity 
UPLC BEH Shield RP18 2.1 x 100 mm 
(Waters)、溶媒はギ酸‐メタノール系のグラ
ジエントプログラムを用いた。体液中から
のアマニチン類の抽出条件については、ロ
ーディングバッファーは pH 3、固相抽出カ
ラムは Oasis HLB 3 cc (Waters)、抽出溶媒
はメタノールを用いることで、最良の検出
結果が得られた。内部標準物質には数種類
の候補の中から回収率、Matrix効果共に優
れた結果を示したVirginiamycin Bを選択し
た。 
 
(2)自然毒の nano-LCによる分離条件の探索 
 自然毒の nano-LCによる分離条件の探索 
 次いで、自然毒を Orbitrapで分析する全単
会として、nano-LC によって分離する条件を
探索した。今回使用した nano-LCは AMR社
の ParadigmMS4システムを使用した。しかし
ながら、研究代表者の共同研究システムでは、
nano-LC の移動相はギ酸-アセトニトリル系
しか使用できず、その条件では十分な分離が
得られず、retention timeの再現性もやや不良
であったため、計画の転換を行った。そして、
もう一つの精密質量が測定できる質量分析
計として Q-TOFMSシステムを導入すること
ができたため、以後の実験は Q-TOFMSで施
行することとした。 
。 
 
(3)LC-Q-TOFMSによるアマニチン類の分析 
 尿サンプルを液-液抽出して再構成したサ
ンプルに、-及び-amanitin を適当量添加し
た。カラムは、ScherzoSM-C18 (2mm x 150 mm)
を用い、流速は 0.5ml/min、移動相は、Aに 5 
mMギ酸アンモニウムを含むミリ Q水、Bに
メタノールを用いた。グラジエント条件は、
10 %Bで 1分保持し、その後 5分で 95%まで
上昇させ、目的物質を溶出した。 
 
(4)LC-Q-TOFMS による合成カンナビノイド
類の同定 
  LC は、島津製作所製 Nexera X2、MS は、
AB Sciex 社製 TripleTOF 5600 LC/MS/MS 
systemを用いた。LC条件：移動相 A 10 mM
ギ酸アンモニウム水溶液-5% MeOH、移動相 
B 10 mM ギ酸アンモニウム水溶液-95 % 
MeOH、分析カラム：L-column 2 ODS（1.5×150 
mm, 粒子径 3 µm）、グラジエント 0 min：A 
100%、0-15 min：B 100% (5 min 保持)、前処
理：上記血漿試料（各 300 µl）を塩基性条件
下あるいは酸性条件下で、酢酸エチル 600 µl



で抽出を行い、得られた各抽出液を脱水し、
窒素気流下 40˚C で乾固した。乾固後の残渣
を 30 lの移動相に再溶解したものを分析試
料とし、LC-Q-TOFMSの分析に供した。 
 
（5）MAM2201のラット尿中代謝物の分析 
 動物実験は以下のようにして施行した。6
週齢の Wistar 系雄性ラットに、 MAM2201
を 5 mg/kg腹腔内投与し、 2、6、12、24、48 時
間毎に蓄尿して、尿を採取した各 n = 3）。
前処理は、尿 300 μLに、0.2 M 酢酸アンモニ
ウム緩衝液 (pH 4.0) 30 μl、 β-glucuronidase 
/sulfatase（H. Pomamtia 由来）約 3000 unitsを
加え 37 ̊C、4時間加水分解した。加水分解後
の尿試料について、メタノール除タンパクを
行い、蒸発乾固した後、20%メタノール‐10 
mM 酢酸アンモニウム緩衝液 (pH 5.0) に再
溶解したものを試料として用いた。分析条件
は以下のとおり。装置 LC/TOFMS：UltiMate 
3000(DIONEX Thermo Fisher)及びmicroTOF II 
(Bruker Daltonics)、LC/Q-TOFMS：NexeraX2
（島津製作所）及び TripleTOF5600 system
（AB Sciex）、カラム：L-column 2 ODS (2.1 × 
150 mm, 粒子径 5 μm, 化学物質評価機構)、
LC 条件：10 mM 酢酸アンモニウム緩衝液 
(pH 5.0) 及びメタノールによるリニアグラジ
エント、流量：0.2 mL/min、カラム温度：40  ̊C、
イオン化法はポジティブモードの ESIを用い
た。 
 
 (6) LC-Q-TOFMS によるミフェプリストン
とその代謝物の分析 
 UPLC-MS-MS 条件は以下の通り。
Column: Waters ACQUITY UPLC BEH 
C18 (1.7m, 2.1×100mm), 移動相は A: 
0.1 % HCOOH, B: AcCN, Cone voltage: 
33 V, CE: 24 V, precursor ion: 430.4, 
product ion: 372でMRM modeで測定し、
LC-QTOFMSの条件は以下の通り。Column:  
Imtakt Scherzo SM-C18 (3m, 2×100 mm) , 
移動相は A: 0.1 % HCOOH, B: AcCN, を用
い、グラジエントは A:B = 80:20から 3分
間で 35:65 まで変化させ、さらに 1 分間で
5:95 に上昇し、2 分間保持するプログラム
で目的物質を分離した。MS/MSは、IDAに
よる自動MS/MS (精密質量MS/MS) 取得モ
ードで分析し、DP 80V, CE: 35±15 Vで測
定した。サンプル調製は、嬰児の血漿 100 l
に約四倍量の AcCN を添加して液-液抽出
し、上清を蒸発乾固後、100 lの移動相で
再構成し、フィルターで濾過後、その 10 l
を注入した。 
 
（7）LC-Q-TOFMS による自然毒ライブラリ
ーの作成 
自然毒ライブラリーの候補として、キノコ
由来成分（amanitin，muscarineなど），魚介類
由来成分（okadaic acid，tetrodotoxinなど），
植物由来成分（aconitine，atropine など），カ
エル毒成分（bufalin，cinobufaginなど），カビ

毒（aflatoxin B1 ，aflatoxin G1など）計 53種
類の自然毒を選択した。測定サンプルとして、
自然毒を添加したヒト血漿 100 µLを用いた。
分析条件は以下のとおり。質量分析計として
TripleTOF5600（エービー・サイエックス），
LCシステムとしてNexera X2（島津製作所），
分離カラムとして L-column ODS （1.5×150 
mm, 5 m；化学物質評価研究機構）を用いた。
移動相は（A）10 mM ギ酸アンモニウム 5%
メタノール溶液，（B） 10 mM ギ酸アンモニ
ウム 95%メタノール溶液の 2種類を用い，グ
ラジエント条件は 100% A→100% B（リニア
グラジエント，15分）→100% B（5分）で測
定した。流速は 0.1 mL/minとし，カラム温度
は 40℃とした．イオン化はエレクトロスプレ
ーイオン化法（正・負両モード）によって行
った。 
 
４．研究成果 
 
(1)UPLC-MS-MSによるアマニチン類の検出 
 本方法では、アマニチン類の三種の化合物
(-amanitin、-amanitin及び phalloidin)が 5分
以内に完全に分離できた。感度限界は血漿、
血清、尿でそれぞれ 1、1.5、0.5ng/ml と既報
とほぼ同程度ないし良好な結果が得られた。
一方、-amanitin及び-amanitnの各生体試料
中Matrix成分による影響は大きく、特に尿に
おいてはmatrix成分によりイオン化が人サン
プルで約 1.5倍、ラットサンプルで約 3倍と
なった。しかしながら、matrix 効果のサンプ
ル間の差は小さく、コントロール尿で検量線
を作成することにより定量は可能で、実際に
ラットに投与したところ、尿サンプルでの検
出が十分可能であった。 
 
(2) LC-Q-TOFMSによるアマニチン類の分析 
 前述の条件下で、前述の条件下で、
-amanitin は 3.7min、-amanitinは 4.5minに
溶出し、良好なピーク形状 及び分離が得ら
れた。感度は 1 ng/ml まで十分定量可能であ
り、絶対検量線ではあるものの、1-5,000 ng/ml
の広い範囲で良好な直線性が得られた。
Accuracy、定量下限における再現性（n=3）に
ついても良好な結果が得られた（Accuracy 
±20%以内、r=0.993 以上, 定量下限における
CVは 10%以下）。尿サンプルに標準溶液を添
加し、マトリックス効果を確認したところ、
夾雑成分による顕著な妨害は観測されず、良
好な回収率（イオン化回収率 85-102％）が得
られた。 
 
(3) LC-Q-TOFMSによる合成カンナビノイド
類の同定 
 合成カンナビノイドによる中毒した想定
された事例の右心及び大腿静脈の血漿試料
について、LC-Q-TOFMS による分析を行っ
た と こ ろ 、 AM-1220 、 AM-2232 及 び
MAM-2201が検出された。そこで各血漿試料
中の各薬物について定量分析を行った。する



と、いずれの化合物においても、右心血の濃
度が大腿静脈血の濃度よりも高値を示した。
一般に、右心血は死後拡散の影響が少ない
とされているが、各合成カンナビノイドの
右心血濃度は大腿血に比べて約 1.3~2.1 倍
高い値を示したことから、死後拡散の影響
が考えられた。また、血漿試料中の代謝物を
探索したところ、いずれの血漿試料からも
3-naphthoylindole 及 び 3-(4-methyl- 
naphthoyl)indole と推定される化合物が検
出され、定量分析も実施した。さらに、プロ
ダクトイオンスキャンの精密質量測定から
AM-1220 のインドール環の一水酸化体と推
定される化合物等が検出された。また、血漿
試料からAM-1220あるいはAM-2232のイ
ンドール環 N-脱アルキル化体である
3-naphthoylindole、MAM-2201の N-脱ア
ル キ ル 化 体 で あ る 3-(4-methyl- 
naphthoyl)indole が検出されたことから、
検出された合成カンナビノイド類は、何れ
もインドール環の N-脱アルキル化により
代謝されることが推定された。 
 
(4) MAM2201のラット尿中代謝物の分析 
 何れの採取時間においても、尿から未変化
体であるMAM2201及びその N - 脱アルキル
化体である 3-(4-methyl-1-naphthoyl)indole は
検出されなかった。LC-Q-TOFMSを用いて代
謝物を探索したところ、MAM2201 脱フッ素
化・水酸化体（M1）、MAM2201脱フッ素化・
カルボン酸体（M2）、MAM2201モノヒドロ
キシ体、MAM2201ジヒドロキシ体、M2モノ
ヒドロキシ体、3-(4-methyl-1-naphthoyl)indole
モノヒドロキシ体と推定される代謝物が検
出された。これらの推定代謝物のうち、M1
および M2については標準品による確認分析
を実施した後、LC-TOFMSによる定量分析を
行い、その尿中排泄プロファイルについても
現在検討中である。 
 
 (5) LC-Q-TOFMS によるミフェプリストン
とその代謝物の分析 
 UPLC-MS-MSでは、MRM modeで RT 
2.28 minにm/z 372のピークが認められた
ものの、MS-MS modeでの同定は困難であ
った。一方、上述の分析条件で、
LC-QTOFMS では、RT 5.22 min に m/z 
430.2739 のイオンが検出され、C29H35NO2
との誤差は- 0.4 ppmであり、同位体比も理
論値とよく一致していた。また、プロダク
トイオンは標準品とほぼ同一のパターンで
あった。同時に、m/z 416.2587のイオンが
RT 4.86 minに検出され、C28H33NO2との誤
差は 0.7 ppmであり、脱メチル化代謝物と
考えられた。 
 
（6）LC-Q-TOFMS による自然毒ライブラリ
ーの作成 
 測定対象とした自然毒は分析開始後 20
分までに検出された。そのうち picrotin，

oleandrin，digitoxin，α-solanine，α-chaconine，
dioscin，digitoxin については負イオンモー
ドにより検出され，その他の自然毒は正イ
オンモードで検出された。血漿サンプルの
前処理を比較検討した結果，全対象成分の
抽出にはアセトニトリル添加による除タン
パク法が適していた。現在、測定条件の最
適化を行っている。 
 
（7）まとめと今後の展望 
 本研究により、LC-Q-TOFMS が自然毒を
含む薬毒物の高感度かつ特異的分析に有用
であることが明らかとなった。 
 当初は、Orbitrap型の質量分析計を使用す
る予定であったが、共通機器としての使用方
法 の 制 約 が あ っ た こ と 、 中 途 で
LC-Q-TOFMS が使用可能となったことから
研究の方向を転換した。法医学で測定が求め
られるサンプルは種々のマトリックスから
精製されたものが多く、法医学が自前の質量
分析計を具備して測定することが理想的と
考えられる。現時点では、LC-Q-TOFMS は
高価であるものの、次第に安価になってきて
おり、将来的には広く使用されることが期待
される。 
 一方で我々は nano-LC-Orbitrap型の質量
分析計での測定プロジェクトを継続して行
なっている。ただし、前提条件として、低分
子を測定する条件でも使用可能な nano-LC
ないしセミミクロ LCを確保することが必要
となるが、現在この問題もクリアされつつあ
り、今後種々の移動相で自然毒の分離条件を
検索する予定である。 
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