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概要

Agilent 220 イオントラップ GC/MS の EI-MS/MS モードを用いて、生体サンプル中のピ
ロバレロン類縁体の同定および定量メソッドを開発しました。ピロバレロン類縁体の定

量では、直線性が、50～1,000 µg/mL という範囲に示されています。

はじめに

ピロリジノペンチオフェノン (PVP)、メチレンジオキシピロバレロン (MDPV)、ナフチル
ピロバレロン (ナフィロン) は、バスソルトとして販売されているデザイナードラッグで
す。これらの薬物はピロバレロンの類縁体で、コカインやMDMA などの薬物に代わる合
法薬物として乱用されています。これらの薬物を使用すると、頻脈、血圧上昇、興奮、
強度のパニック発作、興奮による幻覚症状が生じることが知られています。

このアプリケーションノートでは、血清全血、尿、組織ホモジネートといった検体を分
析するメソッドを紹介します。分析に必要なサンプルの最少量は 3 mL です。

液－液抽出手法を用いて、ピロリジノペンチオフェノン (PVP)、ピロバレロン、MDPV、
ナフィロン、および内部標準のロピバカインを、アルカリ性サンプルから有機溶媒へ抽
出しました。抽出物を酢酸エチルに再溶解し、イオントラップ GC/MS/MS に注入して
分析しました。
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実験手法

標準と試薬
試薬

• N-クロロブタン、酢酸エチル、濃縮アンモニア (NH4OH)、
炭酸ナトリウム/重炭酸ナトリウムバッファ pH = 9.8
(Na2CO3 100 g と NaHCO3 50 g を脱イオン水 1,000 mL 中で
混合し、pH を 9.8 に調整)。室温保管で 1 年間安定。

• 濃縮 HCl、メタノール (HPLC グレード)、0.1 % HCl を含む
メタノール (濃縮 HCl 0.1 mL をメタノール 100 mL で希釈。
室温保管で 1 年間安定)。

• MDPV、ナフィロン、ピロバレロン原液 (メタノール中で
1 mg/mL) を Cerilliant から購入 (冷凍庫で保管)。

• PVP 原液を Cayman Chemical から購入し (10-mg ボトル)、
内容物を 10-mL フラスコに移し、定量までメタノールを
追加。冷凍庫保管で 2 年間安定。

• ロピバカイン原液を Sigma から購入し (R0283)、メタノール
で 11.9 mg を 10 mL に希釈。冷凍庫保管で 2 年間安定。

• MDPV QC 原液を Cayman Chemical から購入し、5 mg を
酢酸メチル 50 µL で希釈 (メタノール中で 5 mL に希釈)。
冷凍庫保管で 1年間安定。

• ナフィロン QC 原液 (メタノール中で 1 mg/mL) を Cerilliant
から購入。冷凍庫で保管可能。

• ピロバレロン QC 原液を Cayman Chemical から購入し (メタ
ノール 100 µL 中で 5 mg)、内容物を 5-mL フラスコに移し、
定量までメタノールを追加。冷凍庫保管で 2 年間安定。

• PVP QC 原液を 10-mg ボトルで Cayman Chemical から購入
(内容物を 10-mL フラスコに移し、メタノールで定量まで
希釈)。冷凍庫保管で 2 年間安定。

分析用標準

• MDPV、ナフィロン、ピロバレロン、PVP キャリブレーショ
ン中間体標準 15 µg/mL (各原液標準 150 µL を 10-mL フラス
コに入れ、メタノールを 10 mL 目盛りまで追加)。

• MDPV、ナフィロン、ピロバレロン、 PVP QC 中間体標準
15 µg/mL (各原液標準 150 µL を 10-mL フラスコに入れ、
メタノールを 10 mL 目盛りまで追加)。

• 分析用内部標準ロピバカイン 15 µg/mL (原液 150 µL を
10-mL フラスコに入れ、メタノールを 10 mL 目盛りまで
追加)。2～8 °C で保管。1 年間安定。

対照およびキャリブレーション用標準
ブランク対照 - 薬物の含まれない全血を米国赤十字から、また、
ブランク尿もあわせて入手しました。使用前にマトリックスを
検査し、薬物が含まれていないことを確認する必要があり
ます。–20 °C で保管すれば、1 年間安定が保たれます。

低濃度対照 (125 ng/mL) - 必要に応じて血液または尿中で新たに
作成しました。QC 中間体標準 25 µL を 3 mL ブランク血液または
尿に加えました。

高濃度対照 (500 ng/mL) - 必要に応じて血液または尿中で新たに
作成しました。QC 中間体標準 100 µL を 3 mL ブランク血液また
は尿に加えました。

サンプル前処理
分析用標準および薬物の含まれない血液または尿を以下のよう
に用いて、検量線を作成しました。

50 ng/mL～10 µL 標準および 3 mL 血液/尿
100 ng/mL～20 µL 標準および 3 mL 血液/尿
250 ng/mL～50 µL 標準および 3 mL 血液/尿
500 ng/mL～100 µL 標準および 3 mL 血液/尿
1,000 ng/mL～200 µL 標準および 3 mL 血液/尿

ピペットを用いて、サンプル、ブランク対照、添加対照 3 mL を、
ラベルを貼った 16 × 100 mm 培養試験管に入れます。分析用
内部標準 50 µL と pH 9.8 炭酸バッファ 2 mL を加え、各試験管に
NH4OH 2 滴を加えたのち、穏やかにボルテックスして混合し
ます。各試験管に塩化 n-ブチル 7.0 mL を加え、ふたをして、
すべての試験管を 10 分以上回転させます。すべての試験管を
3,000 RPM で 10 分間遠心分離します。有機 (上) 層を、ラベルを
貼った清潔な 16 × 100 培養試験管に移します。0.1 % メタノール
HCl 2 滴を加え、窒素を用いて 37 °C で蒸発させて乾燥させます。
乾燥した抽出物を酢酸エチル 200 µL に再溶解し、インサート付
きオートサンプラバイアルに移してふたをして、GC/MS/MS 
で分析します。
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イオントラップMS 条件

結果と考察

以下の基準を用いて、ピロバレロン類縁体の有無と存在量を測
定しました。

• クロマトグラフィが許容範囲内であること (ピーク分離能、
ピーク対称性、キャリーオーバーがないこと)。定量および
定性に選択したイオンが存在すること。検体から想定され
るピロバレロン類縁体のリテンションタイムが、直近の保
持指標成分のリテンションタイムの ± 2 % であること。

• 定量分析には、類縁体および内部標準の定量イオンの面積
を使用。定量にあたっては、各キャリブレーション標準濃
度の相対レスポンスから得られた検量線を用いて、未知物
質および対照の相対レスポンスを比較しました。ブランク
対照はターゲット範囲内でなければならず、添加対照につ
いてはピロバレロン類縁体が存在しない必要があります。

• 適切な m/z イオンを観察する必要があります。検体および
添加対照は、ピロバレロン、MDPV、PVP、ナフィロン、
ロピバカイン、内部標準の各リテンションタイムにおいて、
126 m/z のイオン化から生じる m/z イオンを示す必要があ
ります。

• 同定にあたっては、2 つのイオン比手法を使用しました。
ピロバレロン、PVP、MDPV、ナフィロンについては、m/z
イオンピーク 124 および 97 のアバンダンスを、ベースイオ
ンピーク 84 のイオンアバンダンスで減算します。算出した
イオン比は、キャリブレーションから得られたターゲット
値の 20 % 以内とします。

カラム DB-5MS または同等の 25 m × 200 mm、0.33 µm

注入量 0.5 µL
注入モード スプリットレス

注入温度 250 °C
キャリアガス ヘリウム

カラム流速 1.3 mL/min
オーブンプログラム 70 °C、1 分保持

25 °C/min で 70～310 °C、4.4 分保持

チューン オートチューン

採取 EI-MS/MS 50–200 da
溶媒カット時間 7.0 分
MS 温度 トラップ 210 °C、マニフォールド 50 °C、トランスファーライン 310 °C

直線性 50～1,000 ng/mL
検出下限 (LOD) 20 ng/mL
定量下限 (LOQ) 50 ng/mL
干渉 観察されず

化合物 Rt (分) プレカーサ 定量イオン クォリファイ 励起電圧 フィラメント マルチプライ ターゲット

PVP 8.1 126 84 124/97 0.5 V 50 µA +50 V 3,000
ピロバレロン 8.6 126 84 124/97 0.5 V 50 µA +50 V 3,000
MDPV 9.68 126 84 124/97 0.5 V 50 µA +50 V 3,000
ロピバカイン IS 9.95 126 84 98/56 0.5 V 50 µA +50 V 3,000
ナフィロン 10.38 126 84 124/97 0.5 V 50 µA +50 V 3,000

GC/MS イオントラップ分析
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バッチの結果
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バッチの結果

外れ値およびキャリブレーション以下にタグをつけています。
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バッチの結果

外れ値およびキャリブレーション以下にタグをつけています。



7

ナフィロンキャリブレーション
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外れ値およびキャリブレーション以下にタグをつけています。
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結論

このアプリケーションノートでは、ロピバカインを内部標準と
して用いて、生体サンプル中のピロバレロン類縁体を測定する、
選択性と堅牢性の優れた高感度メソッドを紹介しています。
ピロバレロン類縁体の分析では、GC イオントラップ MS/MS を
使用することにより少なからぬ利点が得られます。サンプルマ
トリックス干渉の低減、シグナル/ノイズ比の向上、優れた感度
と選択性を備えた GC イオントラップMS/MS は、ピロバレロン
類縁体分析に対応する信頼性の高いソリューションとなります。
GC イオントラップMS/MS 分析では、偽陽性および偽陰性の可能
性が低くなるほか、分析結果の信頼性も向上します。上述のよ
うな最適化したメソッドを用いた高速ターゲット GC/MS/MS メ
ソッドを使えば、法医学ラボが直面しているピロバレロン類縁
体分析に伴う既存の問題を解消することが可能です。添加対照
とブランク対照を組み合わせて用いることで、正確な定量を確
保し、未知生体サンプルにおける偽陰性を排除できました。
各種サンプルマトリックス中のピロバレロン類縁体について、
低 ng/mL 域の検出下限が得られました。
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