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研究成果の概要（和文）： 法医解剖で得られる特殊試料中薬物の標準的定量法の確立を目的に腐敗させたブタ
の組織に2種のモデル薬物を添加、類似度の異なる内部標準物質(IS)を用いて内部標準法と標準添加法で定量を
行い検量線の傾きや定量値の正確度を比較した。
　内部標準法では、ISの類似度が下がるにつれて検量線の傾き幅が増大し、最大67%の定量誤差が認められた。
一方、標準添加法では、高い相関を示す検量線を得るのがより困難であった。いずれの定量法でもISとしては重
水素標識体が最も適しており、重水素標識体が入手困難な場合は、類似度が高いISを数種選んで薬物を抽出、最
も高い相関を示した化合物をISに用いて定量することが有効と思われた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish a standard method for quantifying 
drugs in putrefied tissues obtained by forensic autopsy. Two model drugs, and internal standards(IS)
 with different similarities were added to putrefied pig tissues, and quantification was performed 
by internal standard method and standard addition method. The slope of calibration curves and the 
accuracy of quantitative values were compared.
  In the internal standard method, the slope of the calibration curve fluctuated as the IS 
similarity decreased, and a maximum quantification error of 67% was observed. On the other hand, 
with the standard addition method, it was more difficult to obtain a calibration curve showing a 
high correlation. Deuterium labeled compound was the most suitable IS for any of the quantification 
methods. If deuterium labeled compound is not obtained, it seems effective to extract drug using 
several ISs with high similarity and quantify drug using IS which showed the highest correlation. 

研究分野：法医中毒学

キーワード： 法医中毒学　標準添加法　内部標準法　腐敗組織　定量方法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国においては、現在のところ法医解剖で得られる腐敗組織を含む特殊試料中の薬物を正しく定量するための
標準的な方法が存在せず、各施設でばらばらの方法で定量しているのが実情である。そのため得られた定量値の
信頼性に疑問が残る。
　本研究で行った基礎実験の結果により、特殊試料中の薬物を定量する方法について一定の方向性を示すことが
できた。この研究成果は学術的にも新しい知見である。今後さらに研究を発展させることで、我が国の死因究明
のための薬物分析の質の向上と標準化に大きく貢献できると考える。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
死因究明において、薬物分析は、極めて重要である。たとえ死後経過が長期間に及ぶ死体で

あっても薬物分析が求められることが多い。しかし、腐敗が進行した特殊試料からの薬物の定
量は困難を極めている。 

薬物を含まないブランク試料に対象薬物と構造類似化合物（内部標準物質 IS: Internal 
Standard）を添加した試料を用い、両化合物の強度比と添加薬物の濃度により検量線を作成し
て試料中薬物の濃度を求める内部標準法が血液や尿中薬物の定量法として広く用いられている。
一方、ヒトのブランク試料が入手できない固体試料については、鑑定試料そのものに対象薬物
を添加して作成した検量線により試料中の薬物濃度を求める標準添加法が推奨されている。し
かしながら、標準添加法は検量線作成のために多くの試料を必要とする上に作業が煩雑であり、
加えてその正確性を検証した報告もほとんど存在しない。そこで血液を用いた検量線により固
体組織中の薬物を定量することも便宜的に行われているが、この方法では検量線の傾きが試料
によって大きく異なる場合、正確な定量値が得られない危険性がある。また IS の効率的な選択
方法も未確立であり、我が国においては、腐敗組織を含む特殊試料中薬物の定量について基準
となる方法が存在せず、各施設でばらばらの方法で薬物濃度を算出しているのが実情である。 

そこで、腐敗組織を含む特殊試料中の薬物を正しく定量できる方法を確立して、すべての機
関で共有することができれば、薬物鑑定の信頼性を飛躍的に向上できると考え、本研究を着想
した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、基礎実験として①新鮮および腐敗させたブタの血液、肝、筋に薬物を添加した
模擬試料に、類似度の異なる内部標準物質(IS)を加えて、それぞれ内部標準法と標準添加法で
定量を行い、検量線の傾きや定量値の正確度を比較する。その際に②分析対象薬物に近い挙動
を示す内部標準物質 (IS: Internal Standard)を in silico の手法で見つけ出す方法を検討す
る。最後に③解剖試料で検証を行い、特殊試料中薬物の実務的で信頼性の高い定量法を確立す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 対象薬物の選定と内部標準物質の選択 

対象薬物としては、法医剖検試料の薬物分析でしばしば分析対象となる Lidocaine と
Diphenhydramine を選択した。内部標準物質（IS）としては ACD/MS Workbook Suite (ACD/Labs)
ソフトウェアを用い、独自に作成した 1319 種の薬物データベースの中から、Dice Coefficient
アルゴリズムによる類似度検索を行い、それぞれ類似度 0.75〜1.0 の 6 種類を選択した。 
 
(2) 模擬試料の作成 
 月齢約 3カ月、体重 30 kg のブタの血液、筋肉、肝臓（ジャパン・ラムより購入）を -20℃
で冷凍保存したものを新鮮試料とし、室温 25～31℃（平均 28℃）で 2 および 7日間放置したの
ちに -20℃で冷凍保存したものを腐敗試料とした。それぞれの試料に Lidocaine (10 µg/ml or 
g、ヒトの致死濃度に相当)と Diphenhydramine (1 µg/ml or g、ヒトの中毒濃度に相当)を添加
して模擬試料を作成した。  
 
(3) 前処理法と分析方法 
上記模擬試料 0.1 ml or g に 6 種の内部標準物質を添加し、内部標準法と標準添加法で検量線

（Lidocaine: 0, 1, 5, 10, 15, 20 µg/ml or g, Diphenhydramine 0, 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2 µg/ml 
or g）を作成、両薬物の定量を行った（n=3）。それぞれの定量方法について、検量線の傾きと
相関係数、得られた定量値の正確度について比較検討した。薬物の抽出には QuEChERS 法を用い、
分析は島津 LCMS-8040 および 8045（トリプル四重極）で行った。 
 
LC-MS の条件 
装置： LC: Nexera UHPLC システム（島津） 
    MS: LCMS-8040, 8045 トリプル四重極（島津） 
カラム： Phenomenex Kinetex XB-C18 (2.1 x 100 mm, 2.6 μm) 
カラムオーブン： 40ºC、流速: 0.3 ml/min 
移動相： 10 mM ギ酸アンモニウム -0.1%ギ酸水溶液（A） 
      10 mM ギ酸アンモニウム -0.1%ギ酸メタノール溶液（B） 
グラジエント：5％ B（0 min）– 95％ B（7.5 - 10 min） – 5％ B（10.01 - 15 min） 
イオン源：ESI (+) 
定量イオン：Lidocaine m/z 235.00>86.10, Lidocaine-d10 (類似度 1.0) 245.15>96.15,  

Prilocaine (0.953) 221.05> 86.15, Atenolol (0.893) 267.05>145.05, Mepivacaine (0.875) 
247.10>98.10,  Alprenolol (0.804) 250.05>116.10, Diazepam-d5  (0.753) 290.15>154.05 
Diphenhydramine m/z 256.00>167.05, Diphenhydramine-d6 (1.0) 261.90>167.25, Bromazine 
(0.9827) 334.20>245.00, Atomoxetine (0.9558) 256.05>44.05, Tramadol (0.9201) 
264.10>58.15, Chlorpheniramine (0.8914) 275.00>230.00、Diazepam-d5 (0.7559) 



290.15>154.05 
 
４．研究成果 
(1) 内部標準法 

Lidocaine の検量線を内部標準法で作成したところ、新鮮試料の場合、いずれの IS を用いて
も決定係数（r2）が 0.99 以上の良好な直線性が得られた（Table 1）。この新鮮試料の検量線を
用いて、腐敗試料中の Lidocaine を定量すると、腐敗の進行と共に、定量値の増加が認められ、
7 日間放置した腐敗肝臓と筋肉では構造類似度が 0.9 以下の IS を用いた場合、最大 50%の定量
誤差が認められた。それぞれの試料に各濃度の Lidocaine を添加して得られた検量線の傾きは、
体組織の種類と腐敗の程度で異なり、Lidocaine と構造類似度が高い IS（Lidocaine-d10, 
Prilocaine）を用いた場合は検量線の傾きの差は小さくなった（Fig. 1）。一方 Atenolol と
Diazepam-d5 を IS に用いると検量線の傾きの差が大きくなった。Diphenhydramine についても
同様の傾向が認められ、新鮮血液の検量線で腐敗組織の定量を行うと、Diphenhydramine-d6 を
IS に用いた場合は、得られた定量値のずれは腐敗した肝臓においても 15％以内に留まったが、
類似度の低い Diazepam-d5 を IS に用いると、最大 67％の定量誤差が認められた。 

 
Table 1 内部標準法による検量線の決定係数と Lidocaine の定量値 

 
Fig.1 異なる IS による検量線の傾きの違い（内部標準法） 

 
 (2)標準添加法 

標準添加法における Lidocaine の分析では、定量精度は大幅に低下し、決定係数が 0.99 以下
になる試料が多く認められた（Table 2）。この決定係数の低下は腐敗した肝臓で最も顕著であ
った（Table 2, Fig. 2）。得られた定量値も大きくばらつき、7 日間室温放置（腐敗）した血
液試料で 4.7～12.4 μg/ml、肝臓試料で 13.8～25.0 μg/g、 筋肉試料で 9.9～13.0 μg/g
となった。 
 腐敗が進行した特殊試料からの薬物の定量には、マトリックス効果を相殺できる標準添加法
が推奨されている。しかしながら、今回の実験結果から、標準添加法は内部標準法に比べて決
定係数が 0.99 以上の良好な検量線を得るのが難しく、精度の高い定量値を得るためには、対象
となる薬物ごとに、構造が近い化合物を IS として数種選択して薬物を抽出し、最も良い相関を
示した IS を用いて定量することが有効であると思われた。 

試料 腐敗日数
r2と定量値 (n=3, 
μg/ml or g)

Lidocaine-d10
(1.000)

Prilocaine
(0.953)

Atenolol 
(0.893)

Mepivacaine
(0.875)

Alprenolol
(0.804)

Diazepam-d5 
(0.753)

血液

0
r2 0.996 0.993 0.997 0.999 0.997 0.997

定量値 10.9 10.8 10.7 11.2 10.7 10.4

2 定量値 11.7 11.6 11.1 12.4 11.4 11.6

7 定量値 12.1 11.9 11.6 12.7 11.6 11.8

肝臓

0
r2 0.997 0.997 0.991 0.994 0.995 0.991

定量値 10.3 10.6 10.1 10.0 10.1 9.7 

2 定量値 10.7 10.7 11.6 10.5 11.6 10.6 

7 定量値 12.1 11.9 13.3 11.6 13.3 11.9 

筋肉

0
r2 0.995 0.994 0.994 0.992 0.995 0.992

定量値 9.9 10.0 10.8 10.6 10.6 10.8

2 定量値 11.6 11.4 12.9 12.4 12.3 12.6

7 定量値 12.1 12.4 15.0 13.1 13.3 13.2
 

 



 
Table 2 標準添加法による検量線の決定係数と Lidocaine の定量値(µg/ml or g) 

 
Fig 2 腐敗による検量線の変化の一例（標準添加法） 

 
 
(3)推奨される特殊試料中薬物の定量方法 
 本研究の成果から、内部標準法では IS として重水素標識体を用いることができれば、試料の
種類や腐敗の程度が異なっても、かなり正確な定量値が得られることが判明した。一方重水素
標識体の入手が困難な場合には、IS の選択によっては、定量値にかなり誤差が生じる可能性が
示唆された。この場合は予め内部標準法で薬物濃度を推定したのち、構造類似度が高い IS を数
種添加して標準添加法で薬物を抽出し、最も良い相関を示した化合物を IS として薬物を定量す
ることが有効と思われた。現在までのところ決定係数が 0.99 以上になると正しい定量結果が得
られると思われる。 
 
(4) 今後の展望 
 本研究期間中に、ブタの組織を使った模擬試料を用いて、法医の特殊試料中薬物の定量方法
について、一定の成果が得られた。今後はこの結果を元に、薬物鑑定において死因の判断に最
も重要である解剖血液を用いて同様の検討を行い、今回得られた結果の検証を行いたいと考え
ている。また、in silico の手法を用いた IS の選択方法についてもさらなる検討を行う予定で
ある。それらの結果を踏まえて、内部標準物質の選定方法や標準添加法の検量線の作成方法な
どについて具体的な方法を示せるよう、研究を続行したいと考えている。 
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