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研究成果の概要（和文）：酸性から塩基性までの幅広い薬毒物を全血試料から効率よく抽出し、スクリーニング時に信
頼性の高い概算濃度が得られる新しいGC-MSスクリーニング法を開発した。薬毒物の抽出には塩析―アセトニトリル抽
出法 (QuEChERS法) を選択し、不純物の除去にはタンパクーリン脂質除去フィルターを用いた。確立した前処理法を多
剤服用による中毒死が疑われる事例のNAGINATAスクリーニングに応用したところ、信頼性の高い相対定量値が得られる
ことが分かった。また、尿や筋、肝、脂肪などの体組織についても分析が可能であった。さらに、LC-MS/MSスクリーニ
ングにおいても本前処理法の有効性を確認した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a rapid procedure for simultaneous extraction of a wide range of
 acidic and basic drugs from whole blood samples for reliable semi-quantitative drug screening by GC-MS. T
o extract the wide range of drugs, the partition/extraction procedure used for the QuEChERS (Quick, Easy, 
Cheap, Effective, Rugged, Safe) method was selected at the initial step and the protein-lipid removal filt
er cartridge (Captiva ND Lipids) was found to be useful to remove interference compounds to obtain clean e
xtracts as the second step to be connected to GC-MS screening using the NAGINATA software with our constru
cted calibration-locking database. We also examined the applicability of our established method in an actu
al forensic case. The established preparation procedure was applied to tissue samples with some modificati
on, and it was also suitable for LC-MS/MS screening.
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１．研究開始当初の背景 

法医鑑定における薬毒物スクリーニング

検査は、最近の分析機器の進歩に伴いGC-MS

のみならず、LC-MS/MSやLC-TOFMSなどを

用いたすぐれた方法が多数開発されている。

しかしながら、その後の定量検査には、標準

物質の調達や、個別メソッドの開発、検量線

の作成に数週間から数カ月間の時間を要し、

鑑定実務の迅速化に大きな支障となってい

る。 

申請者らは、GC-MSの精度管理・相対定量

ソフトウェアであるNAGINATATMを用い、乱

用薬物を含む塩基性薬物210種、農薬70種、酸

性薬物19種について検量線情報を含むデータ

ベースを構築、標準物質を所持しなくても確

実に薬物の存在の有無とおおよその濃度がわ

かる、画期的なスクリーニング法を開発した。

(Kudo et al. Forensic Toxicol 27 (2009) 21-31, 

47th TIAFT, 2009) 

 本スクリーニング法で得られる相対定量

値は標準物質を用いて作成した検量線に基

づいて算出されるため、抽出物中のおおよそ

の濃度を反映し、薬物によって抽出効率に大

きな差が認められる現在の Focusカラムによ

る抽出法では、得られる相対定量値は真の定

量値に近いものも多数存在するが、大きくか

け離れたものも存在しているのが実情であ

る。 

 

２．研究の目的 

薬毒物スクリーニング時に得られる相対

定量値が限りなく真の値に近い、新しい

GC-MS のスクリーニング法を開発すること

が研究の目的である。 

具体的な研究目標として、まず定量検査を

必要とする最も重要な 100 薬毒物を選択し、

これらを化学データ解析ソフトウェア

ADMEWORKS で得られる物性情報を元に大

きく 5つにグループ化、それぞれのグループ

を代表するサロゲート物質（ダイオキシンな

どの微量物質を定量する際に用いられる手

法）を選定してそれらの検量線情報を

NAGINATAに登録する。このサロゲート物質

を最初に試料に添加することで、いずれの抽

出法を用いてもすべての薬毒物について、限

りなく真の値に近い相対定量値が得られる

方法を開発する。 

それと並行して、酸性から塩基性までのす

べての薬毒物を同じ回収率で抽出可能な新

しい前処理法を検討し、サロゲート化合物に

よる回収率の補正を行わずにスクリーニン

グ時に真の定量値に近い値が得られる簡便

なスクリーニング法を開発する。 

 

３．研究の方法 

１）定量分析のための最重要薬毒物 100種の

選定 

過去の中毒事例の詳細な調査により申請

者らが選定した法医鑑定に必要な 314種の薬

毒物（Kudo et al. Forensic Toxicol 28 (2010) 

25-32）の中から、過去 10 年間の解剖事例を

参考に定量のための最重要薬毒物 100種を選

定する。 

 

２）前処理法の再検討 

研究目的に掲げたサロゲート物質を用い

る方法は、薬物のグループ間で回収率が異な

る前処理法を用いる場合に有用である。一方、

すべての薬毒物をNAGINATA-GC/MSスクリ

ーニングの内部標準物質である Diazepam-d5

と同様な回収率で抽出可能な前処理法を開

発できれば、サロゲート物質の添加を必要と

せずより簡便となる。 

そこで酸性から塩基性まで幅広い薬物を

一斉に抽出可能な、塩析アセトニトリル抽出

法であるキャッチャーズ法に着目、臼井らの

血液試料のための改良法（Usui et al. Legal 

Med (2012) 14: 286-296）を基本に、1段階目

の除タンパクおよび抽出の手順と、2 段階目

の分散キット（PSA, C18）による精製につい

て検討した。さらに 4種のC18系カラム（SPEC 

C18, SPEC C18AR, Bond Elut C18, Bond Elut 

C18 EWP) 、アルミナ (Bond Elut Alumina-N) 

およびタンパク・脂質除去フィルタ(Captiva 

ND Lipids）による精製についても検討した。 

 

３）薬物添加血液試料での検討 

酸性から塩基性までの65種類の薬毒物につ

いて、報告されている血液中濃度が低いA群

55種、高いB群10種の2つのグループに分け、



A群については0.1および1μg/ml、B群について

は1 および10 μg/mlの薬毒物をコントロール

血液に添加して試料とした。 

各試料は確立した方法で前処理を行い、ア

セチル化の後GC-MSに導入、NAGINATA薬毒

物スクリーニングを行い、薬物の検出率、相

対定量値の正確性および回収率について検討

した。 

 

４）鑑定試料での検証 

 多剤服用による中毒死が疑われた事例の血

液についてFocusカラムと確立した方法で薬

毒物を抽出、NAGINATA薬毒物スクリーニン

グを行った。得られた相対定量値を、既知濃

度の薬毒物をコントロール血液に添加して作

成した検量線を元に得た定量値と比較した  

 

５）血液以外の組織への応用 

 尿、脂肪、肝、筋など血液以外の試料につ

いて確立した方法が適用可能かどうか検討

した。 

 

６）LC-MS/MSスクリーニングへの応用 

 本研究で得られた知見を元に、スクリーニ

ング時に濃度推定が可能な LC-MS/MS スク

リーニング法についても検討を行った。 

 

４．研究成果 

１）法医鑑定のための最重要薬毒物100種の選

定 

過去の中毒事例の詳細な調査により申請者

らが選定した法医鑑定に必要な314種の薬毒

物および過去10年間の解剖事例を参考に法医

鑑定のための最重要薬毒物111種類を選定し

た。選定された薬物の内訳は乱用薬物16、精

神神経用剤23、催眠鎮静剤およびその代謝物

35、その他の医薬品27、農薬6、天然毒3であ

る。 

 

２）前処理法の検討 

1段階目のQuEChERS法に基づく抽出は、全

血 0.5 mlを水で希釈後、アセトニトリルで除

タンパク、その後抽出キット（硫酸マグネシ

ウム: 酢酸ナトリウム=4 :1, 0.5 g）を加えて攪

拌・遠心分離することで、再現性のあるアセ

トニトリル層の分離と回収率の向上が認めら

れた。  

メソッド開発に用いた比較的新しい血液で

は、QuEChERS法の1段階抽出(塩析アセトニト

リル抽出）のみでも良好な結果が得られたが、

腐敗を伴う法医学の試料では微量の薬物の検

出にはさらなる精製が必要であることが判明

した。 

精製方法については、 QuEChERSの分散キ

ットとしてPSAを用いると酸性薬物が吸着さ

れ、回収率が低下した。C18を用いると酸性薬

物の回収率の向上が認められたが、アセトニ

トリル層に移行した少量の塩が溶媒留去とと

もに析出し、GC/MS分析における再現性の点

で問題が残った。 

6種類のカラムによる精製においては、低濃

度域での検出率がCaptiva ND Lipidsが最も高

く、クリーンな抽出液を得ることができた。

確立した前処理方法をFig. 1に、コントロール

全血のアセトニトリル抽出物を、Captiva ND 

Lipids カラムにより精製した時のクロマトグ

ラムの変化をFig. 2に示す。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３）薬物添加血液試料での検討 

酸性・塩基性薬物のいずれにおいても、高

濃度域ではCVが18%以下と良好な再現性を

示し、回収率もISのDiazepam-d5と同レベルの

60-80%のものが多くみられたことから、相対

定量値も添加濃度の52.5-168%の範囲に収ま

った。低濃度域においても相対定量値の幅が

広がったものの、同様の結果が得られたこと



から、スクリーニング時に標準物質を用いな

くてもより正しい濃度推定が可能となった。   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４）鑑定試料での検証 

 Focus カラムと確立した方法で得られた相

対定量値を、従来の方法で得られた定量値と

比較した結果を Fig. 3に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Focus カラムではアセトアミノフェン、ブ

ロムワレリル尿素、カフェインで定量値と大

きな隔たりが認められたが、本法ではいずれ

の薬物も定量値とほぼ同レベルとなり、スク

リーニング時により正しい薬物濃度が得ら

れるようになった。 

 

５）血液以外の組織への応用 

 肝臓、筋、脂肪等の固体組織については、

試料の量を 0.5g から 0.2g へ変更することで

分析が可能であることが判明した。腐敗が進

行した尿や筋などについては、Captiva ND 

Lipids による精製のみでは充分でないものも

認められ、今後の検討課題と思われる。 

 

６）LC-MS/MSスクリーニングへの応用 

本研究で確立した前処理法を LC-MS/MS

スクリーニングに適用したところ、選択性の

高い LC-MS/MSスクリーニングでは、第一段

階の QuEChERS 抽出のみでも良好な結果が

得られたことが判明した。そこで Diazepam-d5

を内部標準物質とした検量線を作成してデ

ータベースに登録、NAGINATA-GC/MS と同

様に、スクリーニング時に大よその濃度が分

かる新しいメソッドの開発を行って若干の

知見を得た。 
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