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概要

EI-MS を用いた Agilent 220 イオントラップ GC/MS をベースに、生体サンプル中の
GHB の同定および定量メソッドを開発しました。10～200 µg/mL という分析範囲が、
GHB の直線性を示しています。GHB の分析では、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、および優れた感度と選択性という点で、イオントラップ
GC/MS により多くの利点が得られます。
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はじめに

γ-ヒドロキシ酪酸 (GHB) は、ほとんどの哺乳類組織にナノモル
濃度で存在する内因性代謝物です。過去には、スポーツショッ
プや健康食品店で不法に販売され、筋肉増強のためのステロイ
ドや、体重管理および鎮静のためのトリプトファンの代替品と
して売り込まれていました。GHB を違法に使用する場合、しばし
ば水に溶解させて経口摂取する方法が用いられます。GHB は
1,4-ブタンジオールの代謝副生成物で、1,4-ブタンジオールはあ
る種のプラスチックや繊維の製造において溶媒として用いられて
います。また、娯楽目的の麻薬としても使われます。

このアプリケーションノートでは、血清、全血、硝子体液、尿、
組織ホモジネートといった検体中の GHB 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 0.5 mL です。

タンパク質沈殿を用いて、生体サンプルから GHB を抽出しまし
た。その後、乾燥させた抽出物を BSTFA により誘導体化してか
ら、GC/MS で分析しました。GHB および内部標準 GHB d-6 に特
有なイオンの質量を含む狭い範囲をスキャンしてMS データを採
取しました。

実験手法

標準と試薬
試薬

アセトニトリル、メタノール – 試薬グレード。BSTFA (United
Chemical Technologies)。

標準

GHB (G-001) および内部標準 GHB d-6 (G-006) を Cerilliant から購
入しました。

4-ヒドロキシ酪酸、ナトリウム塩を Sigma Chemical (H-3635) か
ら購入しました。

分析用標準は調製、または購入時のまま使用しました。
GHB-1mg/mL、GHB d-6 -25 µg/mL (標準原液 1 mL をアセトニ
トリル 40 mL と混合)、GHB QC -1 mg/mL (GHB ナトリウム塩
12.2 mg (Sigma) をメタノールに添加) (総体積 10 mL)。

2～8 °C で保管、2 年間安定。

コントロール試料
陰性コントロール - 薬物の含まれないパック入り赤血球を米国赤
十字から入手し、生理食塩水 (0.9 %) で 1:1 に希釈しました。
–20 °C で保管、1 年間安定。

低濃度コントロール - (20 µg/mL) 16 × 100 mm 培養試験管中で分
析用 GHB QC 標準 20 µL をブランク血液 980 µL に添加しました。

高濃度コントロール 1 - (80 µg/mL) 16 × 100 mm 培養試験管中
で分析用 GHB QC 標準 80 µL をブランク血液 920 µL に添加しま
した。

高濃度コントロール 2 - (150 µg/mL) 16 × 100 mm 培養試験管中
で分析用 GHB QC 標準 150 µL をブランク血液 850 µL に添加しま
した。

サンプル前処理およびキャリブレーション用標準
16 × 100 mm 培養試験管中で標準溶液と薬物の含まれていない血
液を用いて以下のキャリブレーション用標準を調製し、検量線
を作成しました。

• 10 µg/mL - 10 µL 標準と薬物の含まれない血液 990 µL 
を混合

• 25 µg/mL - 25 µL 標準と薬物の含まれない血液 975 µL 
を混合

• 50 µg/mL - 50 µL 標準と薬物の含まれない血液 950 µL
を混合

• 100 µg/mL - 100 µL 標準と薬物の含まれない血液 900 µL
を混合

• 200 µg/mL - 200 µL 標準と薬物の含まれない血液 800 µL
を混合

ピペットを用いて、標準、サンプル、陰性コントロール、陽性
コントロール 20 µL を、ラベルを貼った 1.5-mL 遠心分離管に入
れます。分析用内部標準 100 µL を加えます。ふたをしてボル
テックスします (約 15 秒)。微量遠心機を用いて、3,000 rpm で
10 分以上遠心分離します。上澄みを清潔な 16 × 100 mm 使い捨
て培養試験管に移し、窒素を用いて 70 °C で乾燥させます。
1 % TMS を含む BSTFA 100 µL を乾燥した各抽出物に加えます。
ふたをしてボルテックスします。70 °C で 20 分インキュベー
ションします。BSTFA 混合液をインサート付きオートサンプ
ラバイアルに移し、ふたをして、GC/MS で分析します。
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イオントラップ GC/MS 分析
GC 条件

カラム DB-5MS または同等の 25 m × 0.2 mm、0.33 µm
注入量 1 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 1.2 mL/min.
オーブンプログラム 60 °C、1 分保持

10 °C/min で 60～200 °C、
200 °C/min で 200～280 °C、1 分保持

イオントラップMS 条件

チューン オートチューン
データ取得 EI-スキャン 200–250 da
溶媒ディレイ 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
ターゲット 5,000
フィラメント電流 5 µA

結果と考察
以下の基準を用いて、GHB の有無と存在量を測定しました。

• クロマトグラフィー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。イオン比が
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
であること。検体から想定される GHB のリテンションタイ
ムが、直近のキャリブレーションにおけるリテンションタ
イムの ± 2 % であること。

• 定量分析には、GHB 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
およびコントロールの相対レスポンスを比較しました。陽
性コントロールはターゲット範囲内でなければならず、陰
性コントロールについては GHB が存在しない必要があり
ます。

メソッド限界

直線性 10～200 µg/mL
検出下限 (LOD) 5 µg/mL
定量下限 (LOQ) 10 µg/mL
キャリーオーバー 濃度 200 µg/mL 測定後はキャリーオーバーは

観察されず
干渉 陰性であることが判明しているサンプルの

血液および尿を無作為に分析した際には、
干渉は観察されず

化合物 Rt (分) 定量イオン クォリファイア

GHB 9.38 233 234/204

GHB d-6 9.33 239 240/206

GHB キャリブレーション
GHB - 5 レベル、5 レベル使用、5 ポイント、5 ポイント使用、0 QC

相対濃度
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タイプ : 直線、原点 : 強制、重みづけ : 1/x



4

低濃度キャリブレーション標準-10 µg/mL

外れ値およびキャリブレーション以下の値にタグをつけています。

取り込み時間 (分)

カ
ウ
ン
ト

2

4

0
9.30 9.32 9.34 9.36

GHB
10.7335 ng/mL

9.38 9.40 9.42 9.44 9.46

×102

取り込み時間 (分)
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対
ア
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ン
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9.30 9.32 9.34 9.36

比 = 16.5 (89.5 %)
232.7, 233.7, 203.8

比 = 18.4 (89.9 %)

9.38 9.40 9.42 9.44 9.46

×102

取り込み時間 (分)

相
対
ア
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ン
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1
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0
9.289.26 9.30 9.32

比 = 19.1 (101.3 %)
238.8, 239.8, 205.7

比 = 12.5 (102.6 %)

9.34 9.36 9.38 9.40 9.42

×102
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D6-GHB

9.34 9.36 9.38 9.40 9.42

×104
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結論

このアプリケーションノートでは、GHB d-6 を内部標準として用
いて、生体サンプル中の GHB 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。GHB の分析では、
イオントラップ GC/MS により多くの利点が得られます。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 四重極イオントラップ MS は、GHB 
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。イオ
ントラップ GC/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 メソッドを使
えば、法医学ラボが直面している GHB 分析に伴う既存の問題を
解消することが可能です。3 つの濃度の陽性コントロールと陰性
コントロール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 GHB について、低 µg/mL 域の検出下
限が得られました。
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