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要旨

一般的なベンゾジアゼピン類の分析に使用する液体クロ
マトグラフィー/質量分析 (LC/MS) メソッドについて説
明し、血液、血清、または血漿に適したサンプル調製に
ついても述べます。Agilent LC/MSD VL 四重極質量分析
計をフルスキャンモードで使用すると、スペクトルの同
定と定量を同時に行うことができます。本メソッドでは、
血液中の分析対象成分の定量限界が 0.02 µg/mL で、3桁
にわたる濃度の相関係数が 0.98 を超えています。このシ
ステムは、これらの薬物の分析に選択イオンモニタリン
グ (SIM) モードを用いることなく、スキャンモードで十
分に高い感度を示し、サンプルから検出される非ターゲ
ット化合物の同定もできます。

LC/MS によるベンゾジアゼピン類とその
代謝物の同定と定量
アプリケーション

はじめに

ベンゾジアゼピン類は、鎮静催眠薬、抗不安薬、筋弛緩
薬、および抗痙攣薬を含めた幅広い治療効果をもつ重要
なクラスの薬物です [1, 2]。ベンゾジアゼピン類は用途
が幅広いことから、他の中枢神経抑制薬との相互作用が
考えられ、その相互作用によって生命に危険を及ぼした
り運転能力が低下する状況に陥る可能性があります。ベ
ンゾジアゼピン類は現在、最も多く処方される薬物の 1
つですが、中毒や乱用の危険性が高くなり、他の薬物と
の併用でしばしば薬物関連の致死や薬物による性犯罪を
引き起こします。こうした理由から、ベンゾジアゼピン
類の分析は法中毒学者および臨床中毒学者にとって非常
に重要です。

ベンゾジアゼピン類の分析には、UV 検出による HPLC
[3]、窒素リン検出器と電子捕獲検出器によるガスクロマ
トグラフィー [4]、およびガスクロマトグラフィー/質量
分析法 (GC/MS) [5] が使用されてきました。多くのベ
ンゾジアゼピン系化合物は極性で不揮発性であるため、
GC や GC/MS による分析は不可能とは言わないまでも
困難です。こうした化合物の一部は、クロマト挙動改善
のための誘導体化ができません。さらに、フルニトラゼ
パムなど一部の新しいベンゾジアゼピンは治療域が低く、
より速いクリアランスを持っているため、より低濃度で
の定量が必要です。こうした化合物には、誘導体化を必
要としないことで時間、費用、実験の煩雑さが軽減され
ることから、液体クロマトグラフィー/四重極質量分析が
最適です。Agilent 液体クロマトグラフ/質量選択検出器
(LC/MSD) によるフルスキャンでの感度によって、1 回
の分析で定量、同定、確認 ができます。

臨床中毒学および法中毒学
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実験

本実験で使用した LC/MS システムは、1100 シリーズ
デガッサ、バイナリポンプ、オートサンプラ、温度調節
カラム恒温槽、マイクロフローセル付きダイオードアレ
イ検出器 (DAD)、および LC/MSD 四重極 VL モデルで
構成されています。DAD は主に、メソッド開発の段階で
使用しますが、MS との間にシリーズで連結して UV 検
出器を使用すると、濃度が十分に高い場合には、得られ
た UV スペクトルを同定にも使用できます。システムの
制御とデータの取込は、Agilent LC/MS ChemStation
によって行いました。

分析した化合物

サンプル調製

サンプルの調製には液液抽出を用いました。この抽出方
法は、GC/MS によるベンゾジアゼピン系化合物の分析
によく使用されます。GC/MS メソッドとの唯一の違い
は、誘導化手順を省き、GC注入用の揮発性溶媒ではな
く LC 移動相で最終サンプルの再溶解を行うことです。

血液、血清、または血漿 1 mL に内部標準溶液 (10 ng/µL)
の 100 µL を添加し、さらに飽和ホウ酸ナトリウム溶液
1 mL を加えて、その混合溶液を撹拌しました。酢酸エ
チル (4 mL) を追加して、その混合溶液をロータリーシ
ェーカーで 5 分間振とうした後、5 分間 3400 rpm で遠
心分離しました。上層をクリーンチューブに移し替えて、
蒸発乾固しました。残渣を初期移動相の 50 µL で再溶解
し、オートサンプラ用のバイアルに移し替えました。

LC の条件
機器 Agilent 1100 HPLC
カラム ZORBAX XDB-C18 (150 × 4.6 mm、3.5 µm) 

(Agilent パーツ番号 963967-902)
カラム温度 50℃
移動相 A = 0.1% ギ酸水溶液

B = 0.1% ギ酸メタノール溶液
流量 0.5 mL/min (この分離に最適な流量)
グラジエント 2分まで B 5%  

2分から 10 分まで B 90% 、
B 90%を 8分間保持

注入量 10 µL

MS の条件
機器 Agilent LC/MSD VL
イオン化モード ポジティブ ESI
乾燥ガス流量 13 L/min
ネブライザ 40 psig
乾燥ガス温度 300℃
スキャン範囲 m/z 50～1000
Vcap 3,000 V
フラグメンター 120 V

結果と考察

本メソッドで用いたサンプル調製法は、GC または
GC/MS を使用するメソッドからの応用です。数多くの
GCメソッドまたは GC/MS メソッドで使用されるサン
プル調製は、しばしば LC/MS で使用できますが、誘導
化手順を省略して、最終サンプルを揮発性溶媒でなく
LC 移動相に移し替えます。フルマゼニルは今回の調査
対象サンプル内で検出されなかったベンゾジアゼピン拮
抗薬で、一部の対象化合物の重水素化物はコストと入手
可能性に問題があることから、内部標準としてこの化合
物を使用しました。

LC/MSD の標準 VL モデルは、血中ベンゾジアゼピン類
の分析に適しています。SL モデルは他の対象化合物に必
要である場合に使用し、約 10 倍の高感度です。また、
ポジティブ/ネガティブモードの交互切り換え、
SIM/Scan モード、低/高フラグメント化モードなどのマ
ルチシグナル機能も有用です。この分析ではフルスキャ
ン取り込みモードで測定し、分析対象化合物の定量は抽
出イオンクロマトグラム (EIC) を使用しました。その化
合物スペクトルの他のイオンを使って補助的な同定確認
をしています。

薬物
アルプラゾラム
クロナゼパム
ジアゼパム
フルニトラゼパム
フルラゼパム
ハラゼパム
テマゼパム
トリアゾラム

フルマゼニル (内部標準)

代謝物
-
-
ノルジアゼパム
7-アミノフルニトラゼパム
デスアルキルフルラゼパム
-
-
-

LC/MS メソッドの詳細
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本メソッドでは中程度量の衝突誘起解離 (CID) を使用す
るため、フラグメンター電圧値を、CID を最小化するデ
フォルト値 70 V よりも 50 V 高い値に設定しました。そ
の結果、スペクトルには単なる擬分子イオンよりも多く
のイオンが含まれていました。これらのイオンは、EI
GC/MS での一般的な方法のように、EIC でのイオンの
確認に使用することができます。これらのスペクトルを、
薬物同定のユーザー作成ライブラリに登録して、API ス
ペクトルによるライブラリ検索に使用することができま
す。

図 1 は、本実験で分析したターゲットのベンゾジアゼピ
ンのすべておよび 3 種類の一般的な代謝物についての
EIC の重ね描きです。

定量と確認の両方に用いられる代表的なフルスキャンス
ペクトルのいくつかを図 2 に示しました。選択したフラ
グメンター電圧は、分子量関連イオンの重要なシグナル

Time (min)
10 11 12 13 14 15 16

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

11.592 - 7-aminoflunitrazepam

11.984 - Flurazepam
13.544 - Clonazepam

14.756 - Diazepam

14.467 - Nordiazepam

14.235 - Temazepam

14.078 - Alprazolam

13.936 - Triazolam

14.121 - Desalkylflurazepam

14.983 - Halazepam

13.670 - Flunitrazepam

図 1 11 種類のベンゾジアゼピン系化合物の重ね描き EIC とリテンションタイム。時間軸は 10～16 分の範囲のみに
拡大しています。

を確保したまま、確認のための CID によるフラグメント
イオン生成を起こす程度の高さです。例えば、フルニト
ラゼパムのスペクトル内にある m/z 268.1 は、m/z
314.1 での (M+H)+ イオンのフラグメント化からによる
ものです。

当然のことながら、スペクトルの性質は化合物によって
変わります。例えばテマゼパムの場合では、m/z 323.1
でのナトリウム付加物のシグナルが大きくなるため、そ
のイオンが定量に使用されます。一方で、m/z 255.0 に
あるフラグメントが確認に使用されます。分析中にプロ
トン付加イオンとナトリウム付加イオンとの比が一定で
ある限り、プロトン付加分子イオン m/z 301.0 も確認イ
オンとして使用できます。酸素を含む官能基を有する化
合物では、プロトン付加物だけでなくナトリウム付加物
も生成します。こうした複雑さを避けるには、エレクト
ロスプレーイオン化 (ESI) の代わりに大気圧化学イオン
化 (ACPI) を使用します [6, 7]。
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図 2 一般的なベンゾジアゼピン系化合物のスペクトル。プロトン付加イオン (M+H)+、ナトリウム付加イオン (M+Na)+、フラグ
メントイオンが示されています。
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本メソッドはほとんどのターゲット化合物に使用しまし
た。本メソッドと今回使用したモデルの LC/MSD を使
用した場合、S/N が 3:1 としたときの検出限界 (LOD)
は約 10 ng/mL でした。モンタナ州の中毒学ラボで実践
されているメソッドでは、定量限界 (LOQ) が 20
ng/mL (0.02 µg/mL) で、キャリブレーション範囲を
1000 ng/mL まで拡張し、各化合物に 1 つ以上のクォリ
ファイアイオンを使用しています。図 3 に、20 ng/mL
(低)キャリブレーション標準試料に含まれる内部標準と
テマゼパムについての、定量イオンと確認イオンがの抽
出イオンクロマトグラムを示します。

min0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

0
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200000

300000

400000

500000 MSD1 326, EIC=325.7:326.7 (BENZOSMT\20NG.D) API-ES, Pos, Scan, Frag: 120 

12.687 - IntStd 

min0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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600000 MSD1 258, EIC=257.7:258.7 (BENZOSMT\20NG.D) API-ES, Pos, Scan, Frag: 120 

12.684 - IntStd qualifier 
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14.159 - Temaz qualifier

図 3 20 ng/mL (LOQ) での内部標準 (フルマゼニル)とテマゼパム、およびそれぞれの確認イオンの EIC

指定したサンプル調製と機器条件により、キャリブレー
ション範囲を最大 1000 ng/mL まで拡張すると、これ
らの対象化合物のほとんどで、直線よりも二次曲線の方
がよく適合した検量線になります (r2 >0.99)。図 4 にそ
のような例として、5～2000 ng/mL でのアルプラゾラ
ムの検量線を示します。直線近似の場合でも r2 >0.98 で
す。高濃度での検量線の曲がりは明らかに、対象化合物
が幾分高濃度になるとイオンの飽和限界に達する ESI で
のよく知られた現象によるものです。
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図 4 アルプラゾラムの検量線 (5～2000 ng/mL)
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12.687 - IntStd qualifier 

MSD1 326, EIC=325.7:326.7 (G:\DATA\BENZOSMT\035234Q.D)    API-ES, Pos, Scan, Frag: 120
MSD1 258, EIC=257.7:258.7 (G:\DATA\BENZOSMT\035234Q.D)    API-ES, Pos, Scan, Frag: 120
MSD1 309, EIC=308.7:309.7 (G:\DATA\BENZOSMT\035234Q.D)    API-ES, Pos, Scan, Frag: 120
MSD1 281, EIC=280.7:281.7 (G:\DATA\BENZOSMT\035234Q.D)    API-ES, Pos, Scan, Frag: 120

図 5 は、アルプラゾラムが中レベルである 128 ng/mL
で検出された実際のサンプル例です。クロマトグラフピ
ーク形状が非常に良好で、ピーク幅が狭くなっています。
図 6 は、運転能力が低下した運転手のサンプル例におけ
る EIC の拡大図です。キャリブレーション範囲内で分析
するため、サンプルには 10 倍の希釈を必要としました。
そのため、血中濃度は 3000 ng/mL を超えると概算され
ました。

図 5 サンプル例 -アルプラゾラム (中レベル 128 ng/mL )
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MSD1 326, EIC=325.7:326.7 (G:\DATA\BENZOSMT\035288Q.D)    API-ES, Pos, Scan, Frag: 120
MSD1 258, EIC=257.7:258.7 (G:\DATA\BENZOSMT\035288Q.D)    API-ES, Pos, Scan, Frag: 120
MSD1 323, EIC=322.7:323.7 (G:\DATA\BENZOSMT\035288Q.D)    API-ES, Pos, Scan, Frag: 120
MSD1 281, EIC=254.7:255.7 (G:\DATA\BENZOSMT\035288Q.D)    API-ES, Pos, Scan, Frag: 120

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

12.687 - IntStd qualifier 

12.684 - IntStd
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図 6 サンプル例 -フルマゼニル (高レベル 307 ng/mL ) (キャリブレーション範囲に収まるよう 10 倍希釈後)

結論

この報告では、血中ベンゾジアゼピン類の分析に
LC/MS が有用であることを示しました。これらのベン
ゾジアゼピン系化合物は GC による方法では分析が困難
である場合が多いです。しかし LC/MS を使用した場合、
API エレクトロスプレーではイオン化が容易で、最も低
コストのモデルである LC/MSD (VL) を使用するフルス
キャンモードでも、非常に高い感度が得られます。血液
は分析が困難なマトリックスですが、今回の結果では、
誘導体化を行わずに 1 mL のサンプルを GC/MS の場合
と同様な単純な液液抽出法のみで、優れた定量結果と同
時に同定確認が得られました。CID スペクトルには、強
いベースピークシグナルがあり、これは 3 桁にわたる広
い範囲で定量に使用できます。さらに CID フラグメント

イオンは、イオン比の確認やライブラリ検索に使用でき
ます。本メソッドは SIM モードで使用でき、さらに血中
にて低濃度で見つかる新しい種類のベンゾジアゼピン系
化合物に対してより高感度である LC/MSD SL モデルで
使用することができます。

また、Agilent LC/MSD 四重極システムを使用して多数
のベンゾジアゼピン系化合物とその関連物質を対象とし
た、迅速で有効なメソッドも発表されています。そのメ
ソッドでは、ESI ではなく ACPI、今回と同様の液液抽
出法、より多数のフラグメント化による CID、および複
数の重水素化内部標準が使用されています。その論文で
は、CID スペクトルの使用、および同定を行うためのラ
イブラリ検索の使用について説明しており、フラグメン
ト化状態が高い場合と低い場合の両方におけるすべての
対象化合物のスペクトルについても示しています。
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