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研究成果の概要（和文）： 

 
 高速液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析計(LC/MS/MS)は、生物学領域で広く用
いられているのみならず、法医学でも薬毒物分析に重要な役割を果たす。本研究では、い
わゆるナノスケール LC (nanoLC)/MS/MS による薬毒物の超高感度分析法を開発し、最新
の LC/MS/MS 法との比較を行った。同時に新しい質量分析のイオン化法を開発し、法医
学への応用が可能なものを検討した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
  High performance-liquid chromatography/tandem mass spectrometers (LC/MS/MS) 
are widely used not only in biology, but also in forensic sciences.  In this project, we 
have developed an ultrasensitive method for determining poisons and pharmaceuticals 
using a nanoscale LC (nanoLC)/MS/MS.  Also, new ionization methods for LC/MS 
have been developed, and some methods were applied to legal medicine. 
 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 21,500,000 6,450,000 27,950,000 

2007 年度 8,100,000 2,430,000 10,530,000 

2008 年度 4,300,000 1,290,000 5,590,000 

2009 年度 3,000,000 900,000 3,900,000 

  年度    

総 計 36,900,000 11,070,000 47,970,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：社会医学・法医学 

キーワード：高速液体クロマトグラフィー、質量分析、エレクトロスプレー、大気圧化学イオ

ン化、ナノスケール LC、プローブエレクトロスプレー、マッシブクラスターイオン衝撃/SIMS、

UPLC 
 
１．研究開始当初の背景 

 

薬毒物分析は、法医鑑定において重要な役

割を果たしている。具体的には、1）乱用薬
物、特にデザイナーズドラッグの問題、2）
薬毒物による中毒事例の診断の問題、3）生
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物・化学兵器によるテロ問題等が挙げられる。
これらの原因物質は、ヒ素や青酸等の無機化
合物から、ボツリヌストキシン等の高分子有
機化合物まで、化学的に多様な物質から構成
されており、それらの全てをスクリーニング
することは非常に困難と考えられる。ところ
で、現在これら化学物質の同定に最も有力な
手法としては質量分析法が挙げられ、最近で
は高速液体クロマトグラフィー/タンデム質
量分析計(LC/MS/MS)が広く用いられている。
この理由としては、LC/MS/MS は高分子の薬
毒物に対応でき、これらは通常使用されてい
る GC/MS では検出が困難であることが挙げ
られる。一方で、LC/MS/MS はプロテオミク
スなどの分野で広く使用されているものの、
通常大学の共通設備となっていることが多
い。そして、LC/MS/MS は、プロテオミクス
に応用するために、ナノスケール LC 

(nanoLC) と結合していることが多い。
nanoLC は、操作が困難である一方、高感度
化が期待できる。一方、法医実務で分析対象
となるサンプルは、不純物を多く含み、共通
設備で分析するには不適切と考えられる。こ
れらの問題を解決するためには、ナノスケー
ル LC を法医学サンプルに応用するための方
策、特に洗練された精製法の開発が必要と考
えられた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、LC/MS 及び LC/MS/MS で広
く用いられている nanoLC を用い、薬毒物分
析の高感度化を図る。一方、ナノスプレー
LC/MS/MS システムはプロテオミクス分野
で汎用されているが、多くは共通機器として
使用されている。nanoLC/MS/MS による分
析が法医学領域で応用されれば、主に生化学
等の領域で使用されている LC/MS/MS シス
テムを共有できることなり、高価な分析シス
テムを教室で保有することなく、薬毒物の高
感度分析が可能となる。同時に、新しいイオ
ン化法の開発も行い、一部のイオン化法の
nanoLC への応用も同時に検討し、加えて迅
速に薬物がスクリーニング可能となるよう
な LC/MS/MS の手法についても検討を行っ
た。  

 

３．研究の方法 

 
 まず、nanoLC として汎用されている、
AMR社のParadigmMS4システムを導入し、
イオントラップ型の MS/MS システムである
サーモエレクトロン社の LCQ システムと結
合させ、分析を行った。他方、新しいイオン
化して無として有望とされている、レーザー
スプレーイオン化システムをナノスケール
化するため、10．8 m の赤外線を照射でき

るシステムの構築を同時に計画した。
nanoLC システムは、流路もカラムも目詰ま
りしやすいため、精製方法の検討も同時に必
要であり、種々の固相抽出カラム及びマイク
ロプレート固相抽出による精製法の差につ
いて検討した。 

 レーザースプレーイオン化法は、セミミク
ロスケールではある程度有効であり、
nanoLC においても、レーザースプレーが応
用できれば感度向上が期待できるため、
ParadigmMS4 に対応可能なレーザー照射シ
ステムの構築を試みた。しかしながら、共用
システムに使用可能な、着脱可能なレーザー
照射システムの構築は、光路が複雑になり、
乱反射の防止も困難である等の理由から放
棄せざるを得なかった。 

 次いで、レーザースプレーシステムに代わ
るものとして、通常のセミミクロの 10 倍程
度の速度が期待できる Ultra-perforoamce 

liquid chromatography (UPLC)が接続でき
る MS/MS システムを導入した。本システム
は、高速でスペクトルデータが処理できるた
め、スクリーニングには適していると考えら
れ、従来のプロジェクトの nanoLC/MS/MS

システムとの比較を行うことにした。 

 平岡グループは、従来のエレクトロスプレ
ーイオン化法を超えるイオン化法の開発を
目指し、プローブエレクトロスプレー、マッ
シブクラスターイオン衝撃/SIMS、後述する
atomospheric pressure chemi/chemical 

ionization 等のイオン化法を開発し、生体分
子のイオン化に応用した。 

 
４．研究成果 

 
(1) nanoLC/MS/MS システムの法医学への 
応用 

我々は、nanoLC/MS/MS システムが法医
学領域へ応用可能であることを示した。これ
は、次項のUPLC/MS/MSとの比較になるが、
4 種類のブチロフェノン系薬物について、感
度等の検討を行い、ハロペリドールについて
は、感度限界は 10 pg on-column 以下の感度
が得られた。この場合、感度を確保するため
に最も重要なファクターは流速であること
が分かった。流速が 3.5 l/min 程度で概ね十
分な分離が得られたものの、カラムの耐圧性
が問題になるため、通常の C18系カラムでは
なく、耐圧性の良好なフェニル系カラムであ
れば、流速を 3.5 l/min でも流路の漏れを防
ぐことができた。 

 ベンゾジアゼピン系薬物については、19

種類の検出を試みたものの、ブロマゼパム、
メダゼパム、エスタゾラムは 200 pg 

on-column でも MS/MS スペクトルの採取が
困 難 で あ っ た 。 こ れ ら の 化 合 物 は
UPLC/MS/MS でも高感度は得られず、その



 

 

原因としては、比較的親水性が高くイオン化
が不良である可能性や、カラムとの親和性が
低いため、ピークがブロードであることが想
定される。しかしながら、他のベンゾジアゼ
ピン系薬物は、10 pg on-column 程度の感度
が得られた。但し、薬物との結合の強いカラ
ムを選択すると、分離は良好になるものの、
分析時間が延長するため、分離と分析時間は
trade off の関係になる。我々は、種々の薬物
について検討したが、５種類のベンゾジアゼ
ピン系薬物について、例として下記の二つの
図を挙げる。図１では、各薬物は良好に分離
され、かつ形状の良いマスクロマトグラムが
採取された。また、MS/MS スペクトルにつ
いても、図２に示すように、超低濃度で薬物
の同定に十分な特異的なスペクトルが得ら
れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１: ５種類のベンゾジアゼピン系薬物の 

マスクロマトグラム 

 

 

図 2: ５種類のベンゾジアゼピン系薬物の 

   MS/MS スペクトル 

 要約すると、nanoLC/MS/MS の利点とし
て、① 低濃度領域でのスペクトル取得が安
定しており、信頼性の高いスペクトルが得ら
れる。② 定性限界は UPLC/MS/MS と比較
して 10倍以上優れていることが予想される。 

一方、欠点として、① 1 回の測定に要する時
間 が UPLC/MS/MS の 3 分 に 対 し 、
nanoLC/MS/MS では 30 分を要するため、ハ
イスループットネスを犠牲にせざるを得ず、
② システムの性質上、いわゆる robustness 

が劣ることは否めないこと、③当システムの

操作性は煩雑で、条件設定が困難であること
が挙げられる。 

 従って、通常の法医実務において、例えば
包括的な薬物スクリーニングを目的として
nanoLC/MS/MS システムを応用することは、
残念ながら、実際的には使用可能とは言い難
い。 

 しかしながら、これらの状況を総合したう
えでも、nanoLC/MS/MS では、超微量の薬
物で良好な MS/MS スペクトルが得られるこ
とは事実であり、これらが薬物の同定に有力
であることを勘案すると、nanoLC/MS/MS

の用途としては、毛髪や爪等の試料における
超微量薬毒物の同定には有力な方法と考え
られる。 

 

(2) UPLC/MS/MS の法医学への応用 
 上述したように、我々はレーザースプレー
の nanoLC/MS/MS を断念し、その代わりに
UPLC/MS/MS シ ス テ ム を 導 入 し た 。
UPLC/MS/MS の利点としては、スループッ
トネスが従来の LC/MS/MS と比較して圧倒
的に良好なことが挙げられる。今回、ターゲ
ットとしては、ブチロフェノン系薬物、ベン
ゾジアゼピン系薬物及び三環系抗うつ薬を
選んだ。 

 対象として、ブチロフェノン系薬物 7種類、
三環系抗うつ薬 9 種類、ベンゾジアゼピン系
薬物 20 種類を選び、一斉分析のメソッドを
確立した。具体的には、MRM モードを用い
ることで、3 分以内に全ての薬物を分離よく
検出することが可能であった。検出限界は血
漿に添加した薬物で 100pg-5ng/ml という結
果が得られ、検量線は 1ng-1000ng/ml の範囲
でよい直線性が得られた。日内変動は、抗う
つ剤で 15 %未満、ベンゾジアゼピン系薬物
で 20 %未満、ブチロフェノン系薬物は 10 %

未満（50 ないし 200 ng/ml）であった。 

 UPLC/MS/MS の利点としては、以下の点
が挙げられる。即ち、①高速で多試料が処理
できることが最も大きい利点であり、②操作
性が優れており、③精製時のフィルター処理
等の前処理を省略しても十分測定可能であ
る。欠点としては、①溶出時間が極めて短い
ため、データポイントの数が少なく、微量の
場合、MRM モードでのデータの信頼性に問
題があるケースがあること、②データポイン
トが少ないことのもう一つの問題点として、
同定のために MS/MS スペクトルを採取しよ
うとしても、十分な感度が得られない場合が
あること、③今回の UPLC/MS/MS のシステ
ムでは、m/z の範囲が 2,000 以内であるため、
パリトキシン等の高分子に対応できないこ
とが挙げられる。 

 これらを総合すると、この方法は、実際の
法医鑑定試料において、ある程度原因物質が
想定されている状況において、迅速なスクリ
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ーニングを行うのに適していると考えられ
る。 

 

(3）法医学領域に応用可能な新しい質量分析
法の開発 

 レーザーイオン化法の他に、種々のイオン
化法が質量分析計に応用されており、研究分
担者である平岡らは精力的に新しいイオン
化法を開発してきた。 
 特に、今後乱用薬物検出に応用可能なイオ
ン化法としては、atomospheric pressure 

chemi/chemical ionization mass 

spectrometry (APC/CI)である。これは、従
来エレクトロスプレーと並んで LC/MS で広
く使用されている大気圧化学イオン化法に
おいて、準安定なヘリウム分子と反応イオン
を誘電体バリア放電を利用することにより
生成し、イオン化を行う方法である。このイ
オン化法を用いることにより、血中ないし尿
中のメタンフェタミン、アンフェタミン、ケ
タミン、MDMA バルプロ酸等の乱用薬物や
医薬品が、pH を調整するのみで、希釈や精
製を行うことなしに検出することが可能と
なった。現在のシステムでは、このイオン化
法を用いて当該薬物の定量を行うことは困
難であるが、LC と結合することにより、今
後定量も可能になると考えられる。また、こ
れもミクロ化を進めることにより、更なる感
度の上昇も期待できる。 
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