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研究成果の概要（和文）：QTOFデータから代謝pathwayデータベースによる構造情報と精密質量から法医中毒薬
毒物の事例に対するマルチプロセス解析を行った．危険ドラッグの事例では水酸化体やそのグルクロン酸抱合体
などが検出され，代謝物の検索が可能であった．トリカブト事例からは，現在報告されているベンゾイル体やア
コニン類の代謝物以外のエステル体，水酸化体などの存在が明らかになってきた．服用したトリカブト製剤やト
リカブト苗でも多様な代謝物の分布が示唆された．これらの検出された代謝物は標準品がないことから，EPIC理
論を用いた構造の妥当性の評価を行うことで，QTOFノンターゲット分析の有効性が示された.

研究成果の概要（英文）：This work presents the comprehensive screening approach of target, 
non-target aconitum alkaloids by LC-QTOFMS using exact mass database, accurate mass product ion 
spectra library and Mass structure correlation (MSC) program based on Elucidation of product ion 
connectivity (EPIC) algorithm. In the cases of NPS (new psychoactive substances), hydroxides and 
their glucuronides were detected as a result of metabolism. In analysis of aonite-poisoning cases 
there were many diester-diterpene alkaloids and non-ester diterpene alkaloids. Plants analysis was 
suggested that the major non toxic alkaloids detected in all genus Aconitum were atisine, atidine 
and deoxydelcorine. Because these reference standards of metabolites could not purchase, it is 
evaluated validity of the mechanism using EPIC theory, and the efficacy of QTOF non target analysis 
was shown.

研究分野：法医中毒学

キーワード： 法医中毒学　質量分析　薬毒物分析　QTOF　LC-MS　代謝物　代謝経路
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１．研究開始当初の背景 
QTOF ノンターゲット分析では複雑なマト
リックス中のあらゆる化合物を同定・定量で
きるように設計されているが大量の化合物
情報のなかから目的とする結果を導き出す
ための解析プロセスについての検討は容易
ではない。研究代表者は，基盤研究(C)課題
番号 19590682「質量分析の新技法を用いたベ
ンゾジアゼピン系薬物分析法の再構築
（H19-H22)」において、生体試料中のベンゾ
ジアゼピン系薬物の LC/TOF，LC/MS/MS 等の
スクリーニング法を検討した。LC/TOF 精密質
量データベースを用いることにより、従来の
LC/MS では類似のクロマト挙動を示す同重体
を識別できることを示し，さらに法医中毒薬
物分析に重要と思われる薬物を追加，多剤併
用薬物中毒症例の解析に有効であることを
示した。 
一方、ベンゾジアゼピン系薬物をはじめと
して法医中毒薬毒物は，それぞれが多くの活
性代謝物を持っているために分析を複雑化，
困難なものとしている。例えば，フルニトラ
ゼパムの文献的に報告されている代謝物の
多くは標準品の入手が困難で 3-ヒドロキシ
フルニトラゼパムからグルクロン酸抱合体
となる代謝 Pathway など不明なことが多い． 
研究代表者は，基盤研究(C) 課題番号
23590859「QTOF 質量分析装置を用いたベンゾ
ジアゼピン系薬物分析法の新展開（H23-H25)」
の交付を受け，QTOF 分析の結果，中毒症例よ
りすべての代謝物を検出した。加えて同時に
服用していたメタンフェタミン，クロルプロ
マジン，プロメタジン，トリアゾラム，ゾル
ピデムについても“文献報告はされているが
詳細不明”の代謝物をすべて検出し，QTOF 質
量分析データが代謝pathwayに関わる多くの
情報を供給しうることを示した。  
本研究では QTOF 分析により得られる精密
質量 MS/MS スペクトルのスペクトル検索，あ
るいは大規模精密質量データベース検索を
利用した広範囲ノンターゲットスクリーニ
ング法について検討することを目的とした． 
 
２．研究の目的 
QTOF 質量分析データを用いて，法医中毒薬
毒物ならびに代謝物の高感度・高選択的な包
括的マルチプロセス解析の検討を行った．イ
オン抑制効果を含めた法医中毒薬毒物なら
びに代謝物の保持時間-MS/MS-精密質量デー
タベースを作成し，法医中毒薬毒物が関連す
る中毒患者試料や剖検資料へ応用し法医中
毒薬毒物 QTOF ノンターゲット分析より得ら
れる構造情報を用いた包括的マルチプロセ
ス解析の構築と検証を目標とした． 
 
３．研究の方法 
Ⅰ．法医中毒薬毒物ならびに代謝物のイオ
ン抑制効果 
測定条件 Agilent-1100, Agilent 
6520QTOF, カラム；Zorbax Extend C18，
100 mm，2.1 mm, 1.8 µm，移動相；A=0.1%
ギ酸を含む 10mM ギ酸アンモニウム，
B=CH3CN，A:B=90：10(v/v) at 0min，0：
100(v/v) at 40min，流速；0.2 ml/min，
注入量；5 µl，カラム温度；40C，イオン

化；ESI positive or negative，Mass 
range；m/z 100-1000，MC ion and mass 
range；base peak with 0.01 Da，Drying 
gas；10 L/min at 350C，Nebulizer gas；
345 kpa，Vaporizer temp；350C，
Fragmentor；100V，Vcap；4000V，Reference 
mass；m/z 121.050873, 922.009798，
Resolution；11000 at m/z=1522，プリン
及びフッ素系化合物溶液を常時イオン源
に導入，リアルタイム質量校正．複数の
マトリックスを用いて ISOLUTE®, 
QuEChERS®, FOCUS®, CAPTIVA®など複数の
前処理法についてイオン抑制効果の少な
いものを選択し，QTOF 測定を行った． 
 
Ⅱ．保持時間-MS/MS-精密質量データベース 
法医中毒薬毒物の QTOF 質量分析データ
より，保持時間-MS/MS-精密質量データベー
スを作成した． 
 
Ⅲ．法医中毒薬毒物の代謝 pathway データ
ベース 
法医中毒薬毒物の代謝 pathway について
文献調査し，生体内に存在する可能性があ
る代謝物・グルクロン酸抱合体などをリス
トアップ,モノアイソトピック質量データ
ベースを作成拡充した．  
 
Ⅳ．法医中毒薬毒物が関連する中毒患者試料
や剖検資料への保持時間-MS/MS-精密質量 
データベースライブラリの応用 
救命救急センター収容の薬物中毒患者試
料，あるいは法医中毒薬毒物が関連した剖検
資料について，QTOF ノンターゲット分析を
行った．保持時間-LC/MS/MS-精密質量データ
ベースを用いて全化合物抽出イオンクロマ
トグラムのピークフィルターなど解析条件
を検討した．各ピークのマススペクトルを取
得，LC/MS/MS-精密質量データベースと一致
するイオンの検索をするための質量誤差の
許容範囲を決め，検出イオン数，保持時間，
共溶出係数などフラグメントイオンによる
確認のためのパラメータを検討した． 
 
Ⅴ．MassHunter Metabolite ID ブラウザ
（MetID）を用いた QTOF データ解析 
QTOF 質量分析データの化合物について，
MetID，Molecular Formula Generator (MFG)
アルゴリズムを用いて構造式推定・組成式計
算などを行い，代謝 pathway データベースの
代謝物・グルクロン酸抱合体などを検索した． 
 
Ⅵ．法医中毒学ライブラリを用いた QTOF ノ
ンターゲット分析の評価 
保持時間-LC/MS/MS-精密質量データベー
スによるQTOFターゲット分析の結果とMetID
を利用した QTOF ノンターゲット分析の結果
を比較考察，評価した．QTOF と精密質量デー
タベースを用いたトリカブトのスクリーニ
ング法を検討した．装置はさらに高感度化が
望める Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF 
LC/MS システムおよび精密質量データベース
PCDL(Personal Compound Database Library)
を使用した．試料はエゾトリカブト，ガッサ
ントリカブト，カワチブシ，サンヨウブシの
塊根，子根，細根，茎を-80℃で 30 分予備凍



結後，凍結乾燥機で 12 時間凍結乾燥後にマ
ルチビーズショッカー3000 rpm/10 sec(塊根，
娘根，細根:×1回，茎:×5回)で粉砕，0.1 g
を秤量しメタノール(10 mL)を用いて抽出を
行った．87 種類のアルカロイドを登録した
PCDL を使用し，相対質量誤差:±3ppm，同位
体スコア:90 以上の基準で検出された化合物
について精密質量プロダクトイオンスペク
トルによる確認を行った． 
 
４．研究成果 
Ⅰ．法医中毒薬毒物ならびに代謝物のイオ
ン抑制効果 
QTOF質量分析データの解析の効率化のた
めに，危険ドラッグを含めた古典的な規制
薬物ならびに中枢神経作用薬など広範囲薬
物についてイオン抑制効果の確認を行い，
前処理法の検討を行った．全血を用いた前
処理法では QuEChERS 法が良好な結果が得
られた．QTOF 法では All Ions MSMS 法およ
び Auto MSMS を使用して薬物スクリーニン
グを行った．その結果，All Ions MSMS 法
では全血中 1ng/mL でフラグメントイオン
による薬物の確認が可能であり，Auto MSMS
法では全血中 10ng/mL でプロダクトイオン
スペクトルによる薬物の確認が可能であっ
た． 
 
Ⅱ．法医中毒薬毒物の代謝 pathway データ
ベースの作成 
QTOF質量分析を行いベンゾジアゼピン系
薬物・危険ドラッグを中心とした法医中毒
薬毒物の精密質量データベース・スペクト
ルライブラリを作成した．併せて QTOF 質量
分析データから得られる構造式を推定・組
成式の計算を行い，代謝 pathway データベ
ースによる構造情報と精密質量を関連づけ
た．合成カチノン類や合成カンナビノイド
類では，新規化合物が多く標準品の入手が
困難であること，スペクトルライブラリが
存在しないなど，同定や定量分析が困難で
あることが判明した．MetID を用いて代謝
物の検索が可能であったのは，Diphenidine，
5-Fluoro-AMB，α-PHP 及び PV-9 などの事
例で，水酸化体やそのグルクロン酸抱合体
などが検出された．さらに検出された代謝
物は標準品の入手は難しいことから，EPIC
理論を用いた構造の妥当性の評価を行うこ
とで同定の信頼性が向上し有効であること
が示された．生体内に存在する可能性があ
る代謝物・グルクロン酸抱合体などについ
てモノアイソトピック質量データベースを
作成ののち，MetID を用いて代謝物を探索
し，危険ドラッグ事例（救命救急患者試料/
法医剖検試料）に応用，EPIC 理論を用いて
代謝物の構造推定を行い，併せて代謝経路
の考察を行った． 
次に，危険ドラッグよりさらに分析困難，
かつ代表的な法医中毒薬毒物であるアコニ
チン系アルカロイド（AA）に注目し，AA の
QTOF を用いた All Ions MSMS 法，Auto MSMS
法で測定したデータをもとに MetID を用い
て代謝物の探索を行い，アコニチン事例（救
命救急患者試料/法医剖検試料）に応用，代
謝経路の考察を行った．アコニチン系アル
カロイドの代謝について文献調査し，生体

内に存在する可能性がある代謝物・グルク
ロン酸抱合体などをリストアップ，モノア
イソトピック質量データベースを作成のの
ち，MetID を用いて代謝物を探索し，パー
ソナル化合物データベースを事例に応用し
た． 
 
Ⅲ．法医中毒学ライブラリを用いた QTOF ノ
ンターゲット分析の評価 
LC-MSMS法ならびにQTOFデータベースラ
イブラリを用いた広範囲薬物包括分析法を
法医中毒薬毒物が関連する中毒患者試料や
剖検資料に応用，代謝物探索用ソフトウエ
アを用いて代謝物の探索を含めたスクリー
ニングを実施した．推定した代謝物はその
精密質量プロダクトイオンスペクトル及び
EPIC 理論による代謝物推定を行った． 
すでにベンゾジアゼピン系薬物を中心と
した法医中毒薬毒物の保持時間タンデム四
重極、四重極-飛行時間型質量分析計用デー
タベースを作成，精密質量データベース・
スペクトルライブラリを活用している．今
回これらに，危険ドラッグを含めた古典的
な規制薬物ならびに中枢神経作用薬などを
追加した．QTOF 質量分析データから得られ
る構造式を推定・組成式の計算を行い，代
謝 pathway データベースによる構造情報と
精密質量を関連づけた．合成カチノン類や
合成カンナビノイド類では，新規化合物が
多く標準品の入手が困難であること，スペ
クトルライブラリが存在しないなど，同定
や定量分析が困難であることが判明した．  
 
Ⅳ．法医中毒薬毒物が関連する中毒患者試
料や剖検資料への保持時間-MS/MS-精密質
量データベースライブラリの応用 
MetID を用いて救命救急患者試料や法医
剖検試料で水酸化体やそのグルクロン酸抱
合体などが検出され代謝物の検索が可能で
あった．さらに検出された代謝物は標準品
がないことから，EPIC 理論を用いた構造の
妥当性の評価を行うことで同定の信頼性を
向上させ，QTOF ノンターゲット分析が非常
に有効であることが示された． 
QTOFデータを用いたマルチプロセス解析
が危険ドラッグなど情報が少なく分析困難
な新規の化合物に対して有効であることが
示されたので，さらに AAに同様の手法を用
いて応用を試みた．AA はトリカブト含有の
有毒成分で，自殺・誤飲などの事例が多い．
トリカブト事例（救命救急患者試料/法医剖
検試料）の QTOF 分析を行ったところ，現在
報告されているベンゾイル体やアコニン類
の代謝物以外のエステル体，水酸化体など
の存在が明らかになってきた．服用したト
リカブト製剤やトリカブト苗でも多様な代
謝物の分布が示唆された． 
 
Ⅴ．MetID を用いた法医中毒薬毒物（アコ
ニチン系アルカロイド）QTOF データ解析 
AA の QTOF を用いた All Ions MSMS 法，
Auto MSMS 法で測定したデータをもとに
MetID を用いて代謝物の探索を行った．AA
については植物体中の分析に対しイオン抑
制が少なくなるよう抽出法の検討を行った．
植物体は塊根（母根・子根・細根・茎・葉



など）を細切の後 12 時間凍結乾燥し秤量後
マルチビーズクラッシャー(MBC)で 3000 回
転 10 秒粉末化した．粉末 0.1ｇにエタノー
ル10mLを加えさらにMBCで 3000回転10秒
抽出後に遠心分離し上清を適宜希釈し測定
した．生体試料は固相抽出（FOCUS）が最適
であった．QTOF を用いた AutoMSMS 法では
全血中 10ng/mL でプロダクトイオンスペク
トルによる危険ドラッグの確認が可能であ
った．対象としたトリカブトは，エゾトリ
カブト，オクトリカブトなど 12 種類 53体
で，葉・花の部分は分類のため植物標本と
した．塊根，子根，細根は細切の後 12 時間
凍結乾燥し秤量後マルチビーズクラッシャ
ー(MBC)で 3000 回転 10 秒，茎は 50 秒粉末
化した．粉末 0.1ｇにエタノール 10mL を加
えさらに MBC で 3000 回転 10 秒抽出後に遠
心分離し上清を適宜希釈して QTOF 分析を
行い EPIC 理論によるプロダクトイオンス
ペクトルの妥当性評価で同定を行った．ト
リカブトの AA 濃度はエゾトリカブト，オク
トリカブト等に高濃度で分布に差異は認め
られず，AAの他に C19 ノルジテルペン系な
らびに C20 ジテルペン系アルカロイドが主
成分として認められた．ウゼントリカブト，
ヤチトリカブトなどでは AA は極めて低濃
度であったが，C19 ノルジテルペン系なら
びに C20 ジテルペン系アルカロイドなどが
多量に含まれていた．凍結乾燥後 MBC 粉砕
による方法では全草分析が可能で，採取時
期・場所が同じであれば大きな個体差は見
られず，QTOF 分析では同定された AA 以外
のアルカロイドの標準品が入手できなくて
も分布量の違いなどを明瞭にすることが出
来た． 
 
Ⅵ．アコニチン系アルカロイドに対する包
括的マルチプロセス解析の構築 
LC-MSMS法ならびにQTOFデータベースラ
イブラリを用いた広範囲薬物包括分析法を
AAが関連する中毒患者試料や剖検資料に応
用，代謝物探索用ソフトウエアを用いて代
謝物の探索を含めたスクリーニングを実施
した．服用したトリカブト製剤やトリカブ
ト苗などでも多様な代謝物が存在すること
が予想され，推定した代謝物はその精密質
量プロダクトイオンスペクトル及び EPIC
理論による代謝物推定を行った． 
エゾトリカブトおよびカワチブシは強毒
性とされているが，今回測定したエゾトリカ
ブトは毒性の高い AA は検出されず，カワチ
ブシについては同一地域で場所の異なる試
料を測定した結果，AA 含有量に大きな差異が
認められた。毒性が低いとされるガッサント
リカブトおよびサンヨウブシで AA は検出さ
れなかったがC20ジテルペンカルカロイドで
あるアチシン，アチジンや C20 ノルジテルペ
ンアルカロイドであるデオキシデルコリン
が検出された。また，全てのトリカブトで固
有のアルカロドが主成分として検出された．
部位による含有量に関しては細根が最も高
い濃度を示し，塊根，子根，茎の順であった．
形態学的分類では区別が困難な変異種に関
して QTOF と精密質量データベースを用いる
ことで迅速に判別が可能であり，この手法が
トリカブト類の毒性判断や化学的分類に有

効であると考えられた． 
QTOFデータベースライブラリを用いた広
範囲薬物包括分析法（ノンターゲット分析）
を危険ドラッグならびに AA が関連する中
毒患者試料や剖検資料に応用，代謝物探索
用ソフトウエアを用いて代謝物の探索を含
めたスクリーニングを実施した．代謝物に
ついてはその精密質量プロダクトイオンス
ペクトル及び EPIC 理論による代謝物推定
を行った．トリカブト株由来 AA に関連する
新規化合物やその代謝物の探索については，
親化合物の同定が困難を極め，親化合物が
同定できないかぎり代謝物の探索は不可能
であった．今回 QTOF ノンターゲット分析を
利用した包括的マルチプロセス解析だから
こそこのような化合物の推定が可能になっ
た．危険ドラッグの新規代謝経路の推定・
確認，新規 AA のデータベースの構築によっ
て分類・整理した． 
 
QTOF質量分析データに含まれる大量の化
合物情報のなかから目的とする結果を導き
出すための包括的マルチプロセス解析を簡
明に示し分析困難な法医中毒薬毒物が関連
する中毒患者試料や剖検資料の QTOF ノン
ターゲット分析でのデータ集積を進め，広
範囲薬物包括分析法を構築した．本研究が
法医中毒学分析、特に分析困難薬物の解析
に寄与するところ大であると考えられた. 
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