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研究成果の概要： 
人体試料中覚せい剤（メタンフェタミン、アンフェタミン）、麻薬（コデイン、ジヒドロコ

デイン）、向精神薬（三環系、フェノチアジン系、ブチロフェノン系、ベンゾジアゼピン系）

及び農薬（有機リン系、カーバメート系）について、固相抽出チップを用いた抽出法とガス

クロマトグラフィー/質量分析計による分離・検出法を組み合わせた新しい薬毒物分析法の
開発を試みた。その結果、抽出に使用する人体試料と溶媒の微量化が達成され、分析対象

物質の回収率及び分離性が良く、定量性にも優れた、簡便で迅速性のある分析システムを

構築することができた。また、本システムは実際に薬物を服用した人体試料あるいは法医

実際例において、その有用性を確認することができた。 
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2007年度 2,400,000 720,000 3,120,000 
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  年度  
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研究分野： 
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１．研究開始当初の背景 

法医学上問題となる薬毒物は覚せい剤、

麻薬、大麻、向精神薬、有機溶剤、農薬、

自然毒等のように多種多様にわたってい

る。これらの薬毒物を確実に検出、同定、

定量することが要求される法医学の領域

では、ガスクロマトグラフィー (GC)/質量

分析 (MS)法、液体クロマトグラフィー/MS

法等の高感度で特異性の高い検出法が利

用されている。しかし、これら最新の分析

機器を利用する現在であっても、目的の薬

毒物を人体試料から分離する抽出操作は、

試料の前処理法として欠くことのできな



いステップである。特に、人体試料に含ま

れる薬毒物が微量のときは試料中に共存す

る多くの成分によって本来の目的物質の検

出が妨害されることがあり、クロマトグラフ

ィー分析を精密に行う際には抽出操作が重

要となる。しかも、それは目的物質のみが効

率よく回収され、再現性良く、「迅速かつ簡

便」に行われなければならない。 

従来から人体試料中薬毒物の抽出法とし

て、液-液抽出（LLE）法及び固相抽出（SPE）

法が主に用いられている。LLE 法は有機溶媒

を用いて目的物質を抽出する方法である。し

かし、この方法は煩雑な操作が必要で、しか

もエマルジョンが生じると液相同士が分離

しにくくなり、不純物の混入や回収率の低下

を引き起こす原因にもなる。また、ヘキサン、

クロロホルム、エーテル、ジクロロメタン等

の低極性有機溶媒を使用することから、作業

環境衛生上の問題及び廃液処理上の問題点

が指摘されている。一方、SPE 法は固相と呼

ばれる充填剤へ分配あるいは吸着作用によ

って人体試料から目的物質を選択的に抽出

する方法である。現在、逆相、順相、イオン

交換及び吸着等の各種充填剤入りの SPE カ

ートリッジが市販されており、多くの種類の

薬毒物抽出に適用されている。SPE 法の利点

は、LLE 法のようなエマルジョンの生成がな

いこと、LLE 法よりも簡便であること、真空

吸引装置を利用することで短時間に多数の

サンプルを処理できること等である。しかし、

注射筒に SPE カートリッジを装着してマニ

ュアルで操作を行う場合、コンディショニン

グ、サンプル負荷、洗浄および溶出の操作毎

にカートリッジから注射筒を外して次の溶

媒を供給する煩雑性があるほか、溶出液（メ

タノール、酢酸エチル等の有機溶媒）の蒸発

乾固に時間がかかること、真空吸引装置を用

いても溶媒の吸引スピードが個々のカート

リッジ毎に異なることがあり抽出にバラツ

キが生じること等、種々の欠点がなお残され

ている。また、SPE 法では使用する有機溶媒

が LLE法より少ないものの数 mLから数十 mL

必要であることから、さらなる微量化が可能

な SPE 法の開発が薬毒物分析の分野では望

まれている。 

 

 
２．研究の目的 

SPE法において使用する試料液および溶媒

の微量化は、「迅速かつ簡便」という抽出法

の命題を解決する一つであり、従来のSPE法

の問題点を克服するものでもある。このSPE

法の微量化に対応したツールとしてSPEチッ

プが開発されている。現在、逆相系（C18、C8
等）及びイオン交換系の固相を中心に数種

類のSPEチップが市販されており、プロテオ

ミクス研究の分野で、ペプチドやタンパク質

の精製に使用されている。このSPEチップは、

微量（約 10μg～10mg）の固相がチップ内部

に固定された丁度従来型のSPEカートリッジ

をピペットチップの大きさに超小型化した

ようなものである。このSPEチップを用いた

抽出法では、チップ内の固相を試料液ある

いは溶媒が通過するように吸引と吐出の

ピペッティングを行うことで抽出が可能

になる。具体的には通常の実験で使用する

マイクロピペッターにSPEチップを装着して

以下の順序で操作を行う。➀コンディショニ

ング：SPEチップ内の固相充填剤（固相）を

メタノール（あるいはアセトニトリル）や

緩衝液等が通過するように吸引・吐出を行

う。➁抽出： 試料液の吸引と吐出を複数回

繰り返し、固相上に目的物質を保持する。

➂洗浄：洗浄液（蒸留水あるいは緩衝液等）

を吸引・吐出して固相から夾雑成分を除去

する。➃溶出：溶出液（有機溶媒あるいは

緩衝液等）を用いて吸引・吐出を行い、目

的物質を固相から解離させる。SPEチップ

の最大の利点は、コンディショニング（操

作➀）から溶出（操作➃）までの抽出操作

の全過程を、マイクロピペッターに装着し

た状態で簡単に行うことができること、使

用する試料液や溶媒の量が微量で済むこと

等であり、SPEチップによる固相抽出法は

「迅速かつ簡便」な微量抽出法として期待で

きる。しかし、人体試料中薬毒物分析への応

用例は少なく、国内外で唯一我々が積極的な

検討を開始したところである。そこで本研究

では法医学上問題となる薬毒物である覚

せい剤、麻薬、向精神薬及び農薬について、

人体試料からのSPEチップを用いた抽出法

とGC/MS法による検出法を組み合わせた新

しい薬毒物分析法を開発し、法医実際例に

応用できる分析システムの構築を目的と

する。 

 
 
３．研究の方法 

（１）分析対象として覚せい剤（メタンフ

ェタミン、アンフェタミン）、麻薬（コデイ

ン、ジヒドロコデイン）、向精神薬（三環系、

フェノチアジン系、ブチロフェノン系、ベン

ゾジアゼピン系）及び農薬（有機リン系、カ

ーバメート系）を用いた。 



（２）人体試料は健常人ボランティアから、

あるいは司法解剖で得られた全血、血漿及び

尿を用いた。 

（３）SPEチップによる抽出法ではマイク

ロピペッター（200μLサイズ）を用いた吸引

と吐出の操作を全過程で行った。すなわち、

①SPEチップのコンディショニング、②抽出、

③SPEチップの洗浄、④SPEチップの乾燥、⑤

溶出の順序である。 

（４）得られた溶出液（有機溶媒の溶出液）

の2μLは直接にGC/MSあるいはGCに注入した。

また、誘導体化を行う場合は溶出液を一旦窒

素気流下で蒸発乾固後に誘導体化処理を行

い、機器分析に供した。なお、トリフルオロ

無 水 酢 酸 （ TFA ） は 覚 せ い 剤 、

bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide 

（BSTFA）は麻薬、N-methyl-N-trimethyl- 

silyltrifluoro-acetamide（MSTFA）はブチ

ロフェノン系向精神薬の誘導体化剤として

使用された。 

（５）分析対象の覚せい剤、麻薬、向精神

薬及びカーバメート系農薬の検出にはGC/MS

法を、有機リン系農薬の検出にはGC法（水素

炎イオン化検出、FID）を使用した。GC/MS法

の場合は陽イオンスキャンモードにてスペ

クトルを測定し、得られたマススペクトルの

解析をまとめてライブラリーを作成した。こ

のライブラリーを基に、定量では対象の薬物

および農薬に最適なイオンを選択した選択

イオン検出（SIM）法を用いた。 

（６）定量性の検討は分析対象物質を人体

試料に添加して行い、回収率は60％以上、検

出限界（LOD）はS/N比が３、定量限界（LOQ）

は検量線の下限値でCV値が20％以下、再現性

の指標となるCV値は15％以下等、それぞれを

定量性評価の基準とした。 

 

 

４．研究成果 

（１）SPE チップによる抽出操作の基本型 

①SPE チップのコンディショニング（メタ

ノール 200μLと蒸留水 200μLを各々２回の

吸引・吐出）、②抽出（試料液 200μL を複数

回吸引・吐出）、③SPE チップの洗浄（蒸留水

200μL を１回の吸引・吐出）、④SPE チップ

の乾燥（バックエルートを用いて 3 分間）、

⑤溶出（メタノール 100μL で５回の吸引・

吐出）の順序と操作内容を確立した。この中

で特に操作②「抽出」のステップにおいて目

的物質の SPEチップへの保持が最大になる試

料液の調整及び吸引・吐出の回数を検討し、

各薬毒物について以下のような結果を得た。 

 

（２）覚せい剤（メタンフェタミン、アンフ

ェタミン） 

 全血 0.1mL に 5M 水酸化ナトリウム水溶液

50μL、蒸留水 0.4mL を混和して、15,000xg

で 10 分間の遠心後、上清を 25 回の吸引・吐

出を行った。尿では 0.5mL を試料として 1M

水酸化ナトリウム水溶液 25μLを混和して全

血と同じ操作を行った。なお、メタノール溶

出液は蒸発乾固後 TFAによる誘導体化を施し、

DB-5MS キャピラリーカラム（長さ 30m、内径

0.32mm、膜厚 0.25μm）を用いた SIM 法によ

り定量を行った。回収率は 85～92％、LOD は

全血で 0.11～0.15 ng/0.1 mL、尿で 0.04～

0.05 ng/0.1 mL、LOQ は全血で 0.5 ng/0.1mL、

尿で 0.3 ng/0.1 mL あった。再現性は CV 値

が 6.7～11.2％であった。また、本法を覚せ

い剤中毒者の司法解剖で得られた全血及び

尿に応用したところメタンフェタミン及び

アンフェタミンの検出が可能であった。 

 

（３）麻薬（コデイン、ジヒドロコデイン） 

 血漿 0.1mL に 0.04M 炭酸水素アンモニウム

水溶液（pH 9.3）0.1mL、蒸留水 0.3mL を混

和して、15,000xg で 10 分間の遠心後、上清

を 20回の吸引・吐出によって抽出を行った。

メタノール溶出液は蒸発乾固後 BSTFAによる

誘導体化を施し、Equity-5 キャピラリーカラ

ム（長さ 30m、内径 0.32mm、膜厚 0.25μm）

を用いた SIM 法により定量を行った。回収率

は 80～85％、LOD は 0.5 ng/0.1 mL、LOQ は 2 

ng/0.1 mL であった。再現性は CV 値が 10.6

～13.8％であった。 

 

（４）向精神薬 

① 三環系薬物（アミトリプチリン、アモキサ

ピン、イミプラミン、トリミプラミン） 

血漿 0.1mL に 1M 水酸化ナトリウム水溶

液 0.1mL、蒸留水 0.4mL を混和して、

15,000xg で 10 分間の遠心後、上清を 20

回の吸引・吐出によって抽出を行った。

GC/MS 検出では DB-5MS キャピラリーカラ

ム（長さ 30m、内径 0.32mm、膜厚 0.25μm）

を使用し、SIM 法により定量を行った。回

収率は84～90 ％、LODは 0.05～0.2 ng/0.1 

mL、LOQ は 0.2～0.5 ng/0.1 mL、再現性は

CV 値が 6.2～8.6％であった。また、アモ

キサピン経口投与後のヒト血漿から本法

を応用することで実際に薬物を検出する

ことができた。 

② フェノチアジン系薬物（トリフルプロマジ



ン、トリメプラジン、プロマジン、クロロ

プロマジン、レボメプロマジン） 

血漿 0.1mL に 0.1M 水酸化ナトリウム水

溶液 0.1mL、蒸留水 0.4mL を混和して、

15,000xg で 10 分間の遠心後、上清を 25

回の吸引・吐出によって抽出を行った。

GC/MS 検出では Equity-5 キャピラリーカ

ラム（長さ 30m、内径 0.32mm、膜厚 0.25μm）

を使用し、SIM 法により定量を行った。回

収率は 86～93％、LOD は 0.5～1.3 ng/0.1 

mL、LOQ は 1.5～5.3 ng/0.1 mL、再現性は

CV 値が 9.1～14.8％であった。また、レボ

メプロマジン経口投与後のヒト血漿から

本法を応用して実際に薬物を検出するこ

とができた。 

③ ブチロフェノン系薬物（ハロペリドール） 

血漿 0.1mL に 0.25M リン酸緩衝液（pH 6）

0.1mL、蒸留水 0.3mL を混和して、15,000xg

で 10 分間の遠心後、上清を 20 回の吸引・

吐出によって抽出を行った。なお、メタノ

ール溶出液は蒸発乾固後、MSTFA による誘

導体化を施し、SPB-1 キャピラリーカラム

（長さ 30m、内径 0.32mm、膜厚 0.25μm）

を用いた SIM 法により定量を行った。回収

率は 81～99％、LOD は 0.06～2.6 ng/0.1 mL、

LOQ は 1.5 ng/0.1 mL であった。また、再

現性は CV 値が 6.9～14.6％であった。 

④ ベンゾジアゼピン系薬物（メダゼパム、フ

ルジアゼパム、ジアゼパム、フルニトラゼ

パム、プラゼパム） 

  血漿 0.1mL に 0.5M リン酸緩衝液（pH 8）

0.05mL、蒸留水 0.35mL を混和して、

15,000xg で 10 分間の遠心後、上清を 20

回の吸引・吐出によって抽出を行った。

GC/MS 検出では DB-5MS キャピラリーカラ

ム（長さ 30m、内径 0.32mm、膜厚 0.25μm）

を使用し、SIM 法により定量を行った。回

収率は 84～90％、LOD は 0.05～0.2 ng/0.1 

mL、LOQ は 0.2～1.1 ng/0.1 mL、再現性は

CV 値が 3.3～12.1％であった。また、ジア

ゼパム経口投与後のヒト血漿から本法を

応用して実際に薬物を検出することがで

きた。 

 
（５）農薬 

① 有機リン系農薬（MEP、EPN、IBP、イソキ

サチオン、エチオン） 

  血漿及び尿 0.1mL に 1M クエン酸緩衝液

（pH 5）0.05mL、蒸留水 0.35mL を混和し

て、15,000xg で 10 分間の遠心後、上清を

15回の吸引・吐出によって抽出を行った。

GC-FID検出では DB-1キャピラリーカラム

（長さ 30m、内径 0.32mm、膜厚 0.25μm）

を使用した。回収率は 86～99％、LOD は

0.02～0.05 ng/0.1 mL、LOQ は MEP、IBP

及びエチオンが 0.2 ng/0.1 mL、EPN 及び

イソキサチオンが 0.02 ng/0.1 mL であっ

た。また、再現性は CV 値が 3.5～9.9％で

あった。 

② カルバメート系農薬（BPMC、MIPC、MPMC、

MTMC、NAC、XMC、カルボフラン、メソミル） 

血漿及び尿0.1mLに蒸留水0.4mLを混和

して、15,000xg で 10 分間の遠心後、上清

を 20 回の吸引・吐出によって抽出を行っ

た。GC/MS 検出では DB-5MS キャピラリー

カラム（長さ 30m、内径 0.32mm、膜厚

0.25μm）を使用し、SIM 法により定量を

行った。回収率は 69～91％、LOD は 0.8～

2.1 ng/0.1 mL、LOQ は 2.2～6.4 ng/0.1 mL、

再現性は CV 値が 3.1～15.3％であった。 

 
（６）研究の総括 

 本研究では SPE チップを用いた GC 及び

GC/MS システムによるヒト体液試料中薬毒物

分析法の詳細を設定することができた。その

結果、本システムは臨床レベル及び中毒レベ

ルの濃度の薬毒物検査が可能であることが

明らかとなり、法医学的有用性が示唆された。 
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