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研究成果の概要（和文）：ホルマリン臓器の薬物分析強化のためLC/Q-TOF分析・ソフト解析を行い、検出された
薬物、代謝物、他の化合物のDatabase Library(DL)を構築した。ACD/Meta Senseで保存肝Q-TOFデータの代謝物
を予測した。Personal Compound DL(PCDL)に推定登録した未同定化合物確認のため4種の予測代謝物の標準品を
使用した。更新PCDL検証のため既存Q-TOFデータで代謝物を検索するとクエチアピンの予測代謝物3種が同定され
た。In silico 解析を介した代謝物のQ-TOFデータの更新によりホルマリン臓器の薬物、代謝物検索に有用なDL
構築が可能である。

研究成果の概要（英文）：To enhance the analysis of drugs in tissues following formalin fixation, 
using Q-TOF analysis software, we constructed a database library of drugs, metabolites, and other 
compounds detected in formalin-fixed liver and fixative.Existing Q-TOF data for fixed liver tissues 
from drug-positive cases were analyzed in silico to predict metabolites using ACD/Meta Sense 
software. Four predicted metabolites were newly used as standards for verification of unidentifiable
 compounds registered as estimations in Personal Compound Database Library(PCDL).Using updated PCDL,
 a drug and metabolite search was performed with the previous Q-TOF data. This search returned good 
library search scores.The predicted three types of quetiapine were identified from the product ion 
spectrum.
This study demonstrated the feasibility of constructing a database library to search for drugs and 
metabolites in formalin-fixed tissues via in silico analysis incorporating updated Q-TOF data for 
metabolites.

研究分野：法医中毒学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト臓器中の法医薬毒物分析は解剖直後あるいは凍結保存した組織などで実施するのが通例であるが剖検時に薬
物使用が疑われず、その後の捜査等で薬物の関与が判明し長期間経過後に薬物分析検査やその分析結果の解釈に
ついて意見を求められる場合がある。ホルマリン臓器中の薬物分析では臓器と保存液の保存期間や代謝物をも鑑
みた分析が重要である。本研究ではQ-TOF分析・解析ソフトにより薬物と代謝物の検索を実施した。In silico 
解析を活用し代謝物のQ-TOFデータの更新と抽出法改良によってホルマリン臓器中の薬物および代謝物の検索に
より有用なデータベースライブラリの構築が可能であり、法医実試料への適用を目指す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
ヒト臓器中の法医薬毒物分析は司法・行政解剖後すぐに、あるいは凍結保存した組織などで実
施するのが通例である。しかしながら現在においても剖検時に薬物使用が疑われず、その後の捜
査により薬物の関与が判明し、剖検から長期間経過した後に薬物分析検査が求められる場合や
またその分析結果の解釈について意見を求められる場合がある。この場合、分析対象はホルマリ
ンで保存された状態の組織である場合が多く、薬物は分解・変性などホルマリンの作用を少なか
らず受けていると考えられる。このため、ホルマリン液と保存臓器における薬物の分析法の確立、
ホルマリン保存臓器および保存液中の薬物分析の実施により、薬物レベルの動向ならびに薬物
とその代謝物・分解物の予測・検索を実施し分析値の解釈を強化できるエビデンスが必要である。 
 
２． 研究の目的 
 
本研究では、従前実施してきた GC-MS を用いたホルマリン保存臓器中の薬物分析において、
種々の臓器・組織とその保存液における、複数の保存時期での代謝物や分解物を含めた分析が重
要と考えた。このためホルマリン臓器中の薬毒物の代謝物ならびに分解物の予測と検索には、
LC/Q-TOF 分析を実施し、GC-MS でホルマリン保存試料から検出し得なかった薬物ならび代謝物
についても解析ソフトによる代謝物解析・予測を実施し、獲得したデータからデータベースライ
ブラリを構築し、薬物および代謝物検索を実施して推定で登録している情報を確認・検証するこ
とを目的とした。本研究は日本医科大学倫理委員会の承認を得て実施した。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 材料と標準品の選択：薬物陽性例の肝を小片に分割し 15％ホルマリン液に個別に浸漬し分
析時期（1･3･6･13 か月後）まで室温保存した。保存液溜去しホモジナイズした肝を凍結保存し
たものを融解して抽出処理した。各分析時期の保存液も同様に処理した。薬物陰性例のホルマリ
ン保存肝ホモジネートならびにホルマリン液にスクリーニングで検出された薬物の標準品を一
定量添加し室温で 5年保存したものを抽出した。 
 
標準品Ⅰ：データベースライブラリ初回構築時および再構築時に使用 
ブロマゼパム、クロルプロマジン、フルニトラゼパム、フルボキ  サミン、レボメプロマジン、
メタンフェタミン、ミルナシプラン、 プロメタジン、クエチアピン、スルピリド 
レボメプロマジン S酸化物、クロルプロマジン S酸化物 
標準品Ⅱ：データベースライブラリ再構築時に使用 
クエチアピン S酸化物、クエチアピン N酸化物、クエチアピン-7-水酸化物、クロルプロマジン
-7-水酸化物 
 
(2) 抽出･前処理の改良：肝ホモジネートおよび保存液に内部標準物質として d5-ジアゼパムを
添加し、0.1M ホウ酸緩衝液(pH9.0)と 1-クロロブタンにて液-液抽出したものと QuEChERS 法抽
出後に Captiva ND Lipids を通過させたもの（1･6 か月後）を分析試料とした。標準品添加した
ものについては後者の抽出のみ行った。 
 
(3) 分析条件: 装置は 6530 Q-TOF LC/MS system（Agilent） 、 Agilent 6546 LC/Q-TOF system
（Agilent）、ImpactⅡおよび ELUTE UHPLC（Bruker）、カラムは ZORBAX Eclipse Plus C18 (Agilent,  
100 mm, 2.1 mm, 1.8μmおよび 50mm，4.6mm，1.8μm)、移動相は 5mM 酢酸アンモニウム(A)とメ
タノール(B)によるグラジエント[10% B-(30min)-100% B および 10% B-(20min)-100% B]で溶出、
Q-TOF 測定した。 
 
(4) データベース作成: Personal Compound Database Library(PCDL)上に標準品添加の肝ホモ
ジネートの Q-TOF 分析により検出された薬物および推定される代謝物の精密質量、検出された
化合物の保持時間のデータベースとプロダクトイオンスペクトルライブラリを初回構築し、各
ホルマリン保存試料中のこれら化合物の有無を検索した。 
 
(5) ACD/MetaSense（ACD/Labs）による解析を実施し、代謝マップが自動描出され、代謝物の候
補として列挙された予測化合物の中から代謝物選択（標準品Ⅱ）を行った。同様に抽出、LC/Q-
TOF 測定し、データベースライブラリを再構築し、推定で登録している情報を確認・検証した。 
 
(6) 保存肝ホモジネートと保存液における化合物の回収率およびマトリクス効果について算出
した。 



４．研究成果 
 
(1) Q-TOF データ分析で液-液抽出の保存液で 13 か月までクエチアピン(QTP)、クロルプロマジ
ン(CLP)、クロルプロマジン S酸化物とレボメプロマジン S酸化物が検出された。QuEChERS 法抽
出の肝と保存液ではスルピリドと QTP が検出され、さらに精密質量より QTP 酸素付加体と考え
られるピークが 2 本確認された。CLP とレボメプロマジン(LVP)についても、それぞれの酸素付
加体と組成式が同一で保持時間(RT)の異なるピークが 2 本検出され、RT の速いピークが S 酸化
物の標準品と RT が一致したため他方は水酸化物と考えられた。QTP 酸素付加体については S 酸
化物あるいは水酸化物のいずれかであると考えられた。室温で 5 年保存した標準薬物のホルマ
リン液中からも QTP、LVP とその S酸化物が検出された。 
 
(2) Q-TOF データの一部を代謝物解析ソフト ACD/MetaSense で解析したところ、予測された QTP
芳香環の水酸化物や酸化物が代謝物の候補として挙げられ代謝マップが自動描出された（図 1）。
標準品Ⅱの代謝物選択に際し ACD/MetaSense による解析結果を使用することができた（３．
(1)(5)および表 1）。これによりホルマリン臓器中の薬物と代謝物の分析では、Q-TOF 分析と代謝
物解析ソフトの併用が代謝物の検索の進展に有用と考えられた。 
 

 
図 1 ACD/MetaSense での肝保存液 Q-TOF データの代謝物解析例 

 
 
(3) 標準品ⅠおよびⅡを添加したホルマリン保存肝ホモジネートの LC/Q-TOF 測定データにより
PCDL 上に再構築データベースライブラリにて初回作成時の LC/Q-TOF データから薬物および代
謝物を検索した。 
 
 
表 1 PCDL 上に登録した検出化合物のリスト(抜粋)  

左:初回作成時 薬物陽性例のホルマリン保存肝と保存液 
右:再構築時  薬物陰性例のホルマリン保存肝ホモジネートに標準品を添加したもの 
 
 
(4) 使用装置の違いによりプロダクトイオンスペクトルが若干異なるもののライブラリ検索ス
コアはいずれも 97.8％以上であった（図 2）。 



予測された代謝物のうちプロダクトイオンスペクトルによりクエチアピン代謝物 3 種は同定可
能であった。クロルプロマジン-7-水酸化物については標準品とは異なるプロダクトイオンスペ
クトルパターンを示した。 
 

 
図 2 再構築 PCDL での予測代謝物の検索（スコアとスペクトル差異） 
 
 
(5) 回収率は親化合物より代謝物で高値を示した(表 2)。マトリクス効果は保存液中の親化合物
で低く、イオン阻害によるものと考えられた。 
 
 
表 2 回収率とマトリクス効果 

 
 
 
今後 in silico 解析を活用した代謝物の Q-TOF データの更新と抽出法改良によりホルマリン
臓器中の薬物および代謝物の検索に有用なデータベースライブラリの構築が可能であり、本研
究成果は、法医実試料への適用を強化するものといえる。 
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