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研究成果の概要（和文）：薬毒物による中毒、医療現場における誤投薬事故など法医学ならびに救急医学の領域では、
死因究明および救急救命において中毒原因物質を迅速かつ確実に同定することが要求される。本研究では、32種類のベ
ンゾジアゼピン系薬剤、8種類のバルビツール酸系薬、13種類の非ステロイド系抗炎症薬（NSAIDs）及び5種類のカルバ
ペネム系抗菌薬についてUFLC-MS/MSによる迅速・簡便かつ高感度なハイスループット分析システムを開発した。

研究成果の概要（英文）：For diagnosis and effective treatment of intoxication and for forensic purposes, t
he methods of determining the concentration of those drugs in human samples are required. In the present s
tudy, the simple, sensitive and rapid method were established for the analysis of thirty two benzodiazepin
es, eight barbiturates, thirteen nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and five carbapenem antibio
tics in human plasma samples by the ultra fast liquid chromatography (UFLC)-tandem mass spectrometry (MS/M
S).

研究分野：

科研費の分科・細目：

法医学

キーワード： 超高速UFLC　リニアイオントラップ・タンデムMS　マススペクトルライブラリー　高速高感度分析　ベ
ンゾジアゼピン系薬剤　バルビツール酸系薬　非ステロイド系抗炎症薬　カルバペネム系抗菌薬

法医学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）法医学上問題となる薬毒物は覚せい剤、
麻薬類、向精神薬類、農薬類など多岐にわた
っており、これらの薬毒物による中毒例は数
多く報告されている。また、医療現場におけ
る誤投薬事故なども頻発しており、深刻な社
会問題となっている。このような社会背景を
ふまえ、法医学並びに救急医学の領域では、
中毒原因物質を迅速かつ確実に同定すること
が死因究明および救急救命において極めて重
要な課題となっている。 
（２）人体試料からの薬毒物分析法では、ガ
スクロマトグラフィー（GC）法、GC/質量分
析（MS）法、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
法、HPLC/MS 法などが用いられている。しか
し、GC 法や GC/MS 法は難揮発性の薬物や熱に
不安定な薬物の分析には不向きであり、また、
HPLC法やHPLC/MS法では同定精度の低さと長
時間分析による迅速性の低さ等の欠点が指摘
されている。最近、超高速液体クロマトグラ
フィー（Ultra Fast Liquid Chromatography; 
UFLC）／リニアイオントラップタンデム質量
分析（Linear ion trap tandem MS; LIT-MS/MS）
法がこれら従来法の問題点を解決できる分析
法として注目されている。UFLC 法は従来の
HPLCでは不可能であった高速化とハイスルー
プット化が実現できる画期的なシステムであ
る。しかもカラムスイッチング法にも対応が
可能で、生体試料を直接注入して薬物分析が
できる新しい HPLC システムである。一方、
LIT-MS/MS システムは従来のトリプル四重極
MS特有の機能であるSRM（Selective Reaction 
Monitoring）スキャン以外、１回目の MS で
選択したプレカーサーイオンが衝突開裂によ
り生じたプロダクトイオンをリニアイオント
ラップで検出できるプロダクトイオンスキャ
ン（Enhanced Product Ion Scan; EPI）、
MS/MS/MS など豊富なスキャンモードにより、
ターゲット SRM 分析が可能である。さらに、
プリカーサーイオン／一次フラグメントイオ
ン／二次フラグメントイオンを基にして、高
感度で特徴的なマススペクトルを測定するこ
とができる MS3および MRM3分析も可能なこと
から、高感度分析に指摘されているマトリク
ス由来の干渉物質や共溶出する汚染物質など
に起因するバックグランドノイズ等問題点の
改善と選択性の高い定量解析が期待できる。
この UFLC 法と LIT-MS/MS 或いは MS/MS/MS 法
を組み合わせた UFLC/LIT-MS/MS システムに
よる薬物の未変化体や代謝物のマススペクト
ルデータを蓄積してマススペクトルライブラ
リーを作成すれば、精度の高い薬物同定が可

能となるだけでなく、人体試料を対象とする
法医学上問題となる薬毒物のハイスループッ
ト分析が可能となる。また、試料前処理法と
して、液―液抽出法あるいは固相抽出法が広
く用いられてきたが、煩雑な操作や多量の有
機溶媒を必要とすることが欠点である。一方、
カラムスイッチング法等を用いた人体試料直
接注入法は従来法に比べ煩雑な前処理を必要
とせず、試料を LC カラムに直接導入して MS
分析を行う方法であり、極性が高く、熱分解
しやすい難揮発性薬毒物の分析に応用可能で
ある。このように、人体試料直接注入
UFLC-MS/MS分析システムは法医学ならびに救
急医学上問題となる薬毒物の有力な分析方法
になると考えて本研究を企画した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、覚せい剤、麻薬、向精神薬、ブ
ロムワレリル尿素系薬物、バルビツール酸系
薬物、非ステロイド系抗炎症鎮痛薬物および
抗菌薬の未変化体並びにそれらの代謝物につ
いて、当教室に設置されているAgilent HP1100 
HPLC、島津 UFLC 装置、PE Sciex API2000 MS/MS
および API4000 Q Trap MS/MS装置を用いて、
各薬物の MS、MS/MS、EPI、および MS/MS/MS
等のマススペクトルライブラリーの作成を行
い、UFLC/LIT-MS/MS 法による人体試料からの
迅速・簡便かつ高感度なハイスループット分
析システムの確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ベンゾジアゼピン系薬剤：ヒト血漿 0.1 
mL にトリアゾラムなど 32 種類のベンゾジア
ゼピン系薬剤またはその代謝物の標準品およ
び内部標準物質（オキサゼパム- d5）を添加
した後、13.5 mM酢酸アンモニウム溶液0.3 mL
を混和し、遠心分離（15,000 g × 3 min）
した上清に孔径 0.2 µm のフィルター濾過を
加え、その 30 µL を分析システムに供した。
カラムスイッチング法の前処理カラムは
Waters 社製 Oasis HLB カートリッジカラムを
用い、分離用カラムには住化分析センター製
SUMIPAX ODS D-SWIFTER カラム (長さ 30 mm、
内径 3 mm、粒径 2 µm)を 10 mM 酢酸アンモニ
ウム溶液（pH 6.8）をベースにしたアセトニ
トリルのリニアグラジエントとした。MS側の
インジェクターバルブはサンプル注入時に
waste モードで、0.5 分後から MS インターフ
ェースとの接続に切り替えた。UFLC の流速は
カラムスイッチングモードが1.5 mL/minで、
分離モードには 0.7 mL/min で薬剤の溶出を
行った。 



（２）バルビツール酸系薬：ヒト血漿 0.1 mL
にバルビタールなど8種類のバルビツール酸
系薬物および内部標準物質（5-(4-メチルフ
ェニル)-5-フェニルヒダントイン）を添加し
た後、13.5 mM 酢酸アンモニウム溶液 0.3 mL
を混和し、遠心分離（15,000 g × 3 min）
した上清に孔径 0.2 µm のフィルター濾過を
加え、その 10 µL を UFLC/MS/MS 分析に供し
た。カラムスイッチング法の前処理カラムは
Waters 社製 Oasis HLB カートリッジカラムを
用い、分離用カラムには Phenomenex 社製モ
ノリスカラム (長さ 100 mm、内径 4.6 mm)を
10 mM 酢酸アンモニウム溶液（pH 6.8）をベ
ースにしたアセトニトリルのリニアグラジエ
ント法の移動相条件下で使用した。MS 側のイ
ンジェクターバルブはサンプル注入時にwaste
モードで、1.3 分後から MS インターフェース
との接続に切り替えた。UFLC の流速はカラム
スイッチングモードおよび分離モード共に2.0 
mL/min に設定しで行った。 
（３）非ステロイド系抗炎症薬：ヒト血漿 20 
µL にイブプロフェンなど 13 種類の非ステロ
イド系抗炎症薬と、2種類の内部標準物質（ケ
トプロフェン- d3 及びイブプロフェン- d3）
を添加した後、10 mM 酢酸アンモニウム溶液
80 µL、アセトニトリル 400 µLを混和し、遠
心分離（15,000 g × 3 min）した上清 10 µL
を UFLC-MS/MS 分析に供した。分離用カラム
には Imtakt 社製の順相カラム UK-Amino（長
さ 50 mm、内径 3 mm、粒径 3 µm）を用い、移
動相はアセトニトリルをベースにした 10 mM
酢酸アンモニウム溶液（pH 6.8）のリニアグ
ラジエント法を使用した。MS 側のインジェク
ターバルブはサンプル注入時に waste モード
で、1.2 分後から MS インターフェースとの接
続に切り替えた。UFLC の流速は 0.4 mL/min
に設定しで行った。 
（４）カルバペネム系抗菌薬：ヒト血漿 20 µL
にビアペネムなど5種類のカルバペネム系抗
菌薬および内部標準物質（ピペラシリン）を
添加した後、10 mM 酢酸アンモニウム溶液 80 
µL、アセトニトリル 400 µL を混和し、遠心
分離（15,000 g × 3 min）した上清 10 µL
を HPLC-MS/MS 分析に供した。分離用カラム
には Imtakt 社製の順相カラム UK-Amino（長
さ 50 mm、内径 3 mm、粒径 3 µm）を用い、移
動相はアセトニトリルをベースにした 10 mM
酢酸アンモニウム溶液（pH 6.8）のリニアグ
ラジエント法を使用した。MS 側のインジェク
ターバルブはサンプル注入時に waste モード
で、0.7 分後から MS インターフェースとの接
続に切り替えた。HPLC の流速は 0.5 mL/min

に設定しで行った。 
 
４．研究成果 
（１）ベンゾジアゼピン系薬剤：エレクトロ
スプレーイオン化（ESI）および大気圧化学
イオン化法（APCI）２種類のインターフェー
スによるイオン化法を検討したところ、何れ
の薬剤もUFLC/MS-ESI正イオンモードが最適
であった。３．（１）で設定した分析条件で
マススペクトルデータを蓄積し、各薬物につ
いてフラグメンテーションの解析を行い、MS、
MS/MS、EPI、或いは MS/MS/MS 等のマススペ
クトルライブラリーを作成した。また、
UFLC-SRM 測定により 32 種類のベンゾジアゼ
ピン系薬物及び内部標準物質は7分以内に感
度良く検出された。回収率は 83-95％で、5
～200 pg/0.1 mL の範囲で何れの薬物も良好
な直線性が得られた。検出限界は2～5 pg/0.1 
mL で、再現性（CV 値）は日内変動及び日間
変動がそれぞれ 2.9～11.3 及び 3.5～13.6%
であった。次に、昭和大学倫理委員会の承認
（No.861）を得て、triazolam (0.5 mg)、
diazepam (10 mg)、lorazepam (3 mg)をボラ
ンティア 3名にそれぞれ経口投与し、本研究
で確立したカラムスイッチング法を用いた
UFLC-MS/MS分析システムによる分析を試みた。
Diazepamおよびtriazolamは投与後1時間で、
それぞれの未変化体が感度良く検出され、血
漿中濃度は 398 および 5.6 ng/mL であった。
一方、lorazepam は投与 2 時間後、血漿から
38.2 ng/mL 未変化体を感度良く検出すること
ができた。今回の結果から、確立された本シ
ステムは、臨床および中毒レベルの濃度のベ
ンゾジアゼピン系薬剤の検出に十分応用でき
る迅速・簡便かつ高感度なハイスループット
分析法であることが明らかとなった。また、
MRM3を用いた分析では高感度な定量解析を行
うことができるものの、MRM3 法は MS3 スペク
トルの生成に依存されることから分析対象物
によっては不向きであることも明らかとなっ
た。 
（２）バルビツール酸系薬：8 種類のバルビ
ツール酸系薬物について、ESI および APCI２
種類のインターフェースによるイオン化法を
検討したところ、何れの薬剤も UFLC/MS-APCI
負イオンモードが最適であった。３．（2）で
設定した分析条件でマススペクトルデータを
蓄積し、各薬物についてフラグメンテーショ
ンの解析を行い、MS および MS/MS 等のマスス
ペクトルライブラリーを作成した。また、
UFLC-SRM測定により8種類のバルビツール酸
系薬物及び内部標準物質は3分以内に感度良



く検出された。回収率は 80-93％で、10～5000 
ng/mL の範囲で何れの薬物も良好な直線性が
得られた。検出限界は 1～10 ng/mL で、再現
性（CV 値）は日内変動及び日間変動がそれぞ
れ 3.1～9.1 及び 3.1～8.6%であった。次に、
昭和大学倫理委員会の承認（No.860）を得て、
Amobarbital (300 mg)をボランティアに経口
投与し、本研究で確立したカラムスイッチン
グ法を用いた UFLC-MS/MS 分析システムによ
る分析を試みた。Amobarbital は投与 1.5 時
間後、血漿から 2.13 µg/mL 未変化体を感度
良く検出することができた。本システムは、
人体試料中バルビツール酸系薬物の迅速・簡
便かつ高感度なハイスループット分析法とし
て救急医学ならびに法医学領域の応用が可能
であると考えられる。 
（３）非ステロイド系抗炎症薬：13 種類の非
ステロイド系抗炎症薬は UFLC/MS-ESI 正イオ
ンモードが最適であった。３．（3）で設定し
た分析条件でマススペクトルデータを蓄積し、
各薬物についてフラグメンテーションの解析
を行い、MS および MS/MS 等のマススペクトル
ライブラリーを作成した。また、UFLC-SRM 測
定により、何れの薬剤も 3.5 分以内に感度良
く検出された。回収率は 34.8-113%で、0.125
～12.5 µg/mL の範囲で相関係数が 0.9995 以
上の良好な直線性を得られた。検出限界は
0.025～0.25 µg/mLで、再現性（CV 値）は日
内変動及び日間変動がそれぞれ1.5～11.5及
び 1.6～14.6%であった。次に、昭和大学倫理
委員会の承認（No.862）を得て、zaltoprofen 
(80 mg)、ibuprofen (200 mg)及び diclofenac 
(25 mg)3 種類の非ステロイド系抗炎症薬を 3
名のボランティアにそれぞれ経口投与し、本
研究で確立した UFLC-MS/MS 分析システムに
よる分析を試みた。Zaltoprofen、ibuprofen
および diclofenac は投与後 2 時間で、それ
ぞれの未変化体が感度良く検出され、血漿中
濃度は2.8、9.2および 0.24 µg/mLであった。
本システムは、20 µL という微量の血漿試料
を少量の溶媒を用いて希釈・遠心を行った後、
上清をそのままHILIC-MS-MSダイレクトに注
入するだけの簡便な分析法であり、ヒト体液
中非ステロイド系抗炎症薬のハイスループッ
ト分析だけでなく、他の薬毒物への応用も期
待され、臨床及び法医学領域において有用で
あることが示唆された。 
（４）カルバペネム系抗菌薬：５種類のカル
バペネム系抗菌薬について、ESI および APCI
インターフェースによるイオン化法を検討し、
ESI 正イオンモードが最適であった。３．（4）
で設定した分析条件でマススペクトルデータ

を蓄積し、各薬物についてフラグメンテーシ
ョンの解析を行い、MS および MS/MS 等のマス
スペクトルライブラリーを作成した。また、
HPLC-SRM 測定により、何れの薬剤も 3分以内
に感度良く検出された。回収率は 24-84%で、
2.5～100 µg/mL の範囲で相関係数が 0.9998
以上の良好な直線性を得られた。検出限界は
1.25 µg/mL で、再現性（CV 値）は日内変動
及び日間変動がそれぞれ 1.1～5.3 及び 2.8
～6.2%であった。次に、昭和大学倫理委員会
の承認（No.1250）を得て、meropenem (1 g)
および doripenem (1 g)をそれぞれ２名のボ
ランティアに経静脈投与し、本研究で確立し
た HPLC-MS/MS 分析システムによる分析を試
みた。Meropenem および doripenem の未変化
体は投与４時間後も感度良く検出され、血漿
中濃度がそれぞれ 2.95-3.2 および 3.2-4.1 
µg/ml であった。本システムは、20 µL とい
う微量の血漿試料を用いた簡便な分析法であ
り、ヒト体液中カルバペネム系抗菌薬のハイ
スループット分析だけでなく、他の薬毒物へ
の応用も可能であり、臨床及び法医学領域に
おいて有用であることが明らかとなった。 
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