
血中の薬物検査における LC/MS 手法の比較

概要

血中の違法/合法薬物をさまざまな液体クロマトグラフィ/質量分析 (LC/MS) 機器を用

いて分析し、その結果を比較しました。分析した血液サンプルは、検視血液と薬物服用

運転 (DUID) 検査血液です。対象サンプルに薬物が含まれていることは、ガスクロマト

グラフィ/質量分析 (GC/MS) によって事前に確認してあります。この分析では、LC の

条件はいずれの質量分析計でも同じものです。比較検討した質量分析計は、シングル

四重極質量分析装置 (SQ)、飛行時間型 (TOF)、イオントラップ (IT)、トリプル四重極

(QQQ)、および四重極飛行時間 (QTOF) 質量分析計です。LC、MS 装置は、いずれもアジ

レントの製品です。

複数のサンプルを分析して数種類の薬品化合物を同定するという作業を行いながら、各

機器の長所と短所を示しましす。たとえば、IT、TOF、QTOF 質量分析計は定性的なスク

リーニングや同定に優れた装置です。一方、SQ および QQQ 質量分析計はターゲットの

定量的な確認に優れた装置です。ただし、逆の利用ができないわけではありません。

TOF および QTOF は、QQQ ほどの感度はありませんが、定量作業にも有用です。

血液サンプルの分析でターゲットとなる薬物には、ベンゾジアゼピン類、メタドン、コ

カイン代謝物などです。
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はじめに

従来、違法/合法を問わず乱用薬物のスクリーニングには免疫
測定法を、定量的な確認には GC/MS を用いてきました。しか
し、免疫測定法には、ターゲットを完全には絞り込めない、試
薬のコストが大きいというデメリットがあります。一方 GC/MS
には、極性サンプルや不揮発性サンプルを誘導体化しなければ
ならないという手間がかかります。DeBoeck らのレポート [1]
では、LC/MS は「新製品の登場により、装置の選択肢が広
がったことで、分析に伴う数々の問題、特に、不揮発性の化合
物や、不安定な化合物、分子量の大きな化合物の分析に伴う問
題が解決できるようなった」と述べられています。

この結果、生体サンプルに含まれる薬物分析や定量分析だけで
なく、スクリーニング作業にも LC/MS を利用するラボが増え
てきています [2]。これまで、LC/MS では、本調査で分析した
薬物分類 (ベンゾジアゼピン類、コカイン、代謝産物など) をは
じめとした主要な薬物分類についてメソッドが解説・発表され
てきました [3]。しかしながら、LCMS にどのようなタイプが
あって、毒物検査にはどの LC/MS が最適であるかをまとめた
文献は見あたりません。

アジレントは、幅広い LC/MS ポートフォリオを有しており、
ラボの用途に応じた最適な機器を提供することができます。同
じ LC 条件で注入した同じサンプル/キャリブレータをさまざま
な質量分析手法で分析し、各機器の比較を行いました。

本調査は、アジレントのアプリケーション・ケミスト 3 名と法
医学の専門家 3 名による共同作業の成果をまとめたものです。
用意したサンプル、キャリブレータ、およびブランクは合わせ
て 50 種類です。(検視サンプルは RTI International 社、DUID 検
査サンプルはマイアミ大学より提供いただきました)。アメリ
カデラウェア州ウィルミントンにあるアジレントの施設で、5
種類 (SQ、IT、TOF、QQQ、および QTOF) の LC/MS 装置でサン
プルを分析しました。

RTI 社の検視血液サンプルは、NIJ 補助金制度 2006-DN-BX-K014
による助成研究プロジェクトの一環として提供されたもので
す。

それぞれのサンプルには 1 mL の全血を使用し、定量用に 5 点
の検量線を作成しました。検視血液と DUID 検査血液で分析し
た化合物をそれぞれ図 1a と図 1b に示します。

検視血液サンプルでは、コカイン、ベンゾイルエクゴニン
(BE)、コカエチレン (CE)、およびメタドンを分析しました。そ
の際、それぞれの重水素化 D3 類似体を内部標準として使用し
ました。DUID 検査サンプルでは、アルプラゾラム、ジアゼパ
ム、およびノルジアゼパムを分析しました。その際、それぞれ
の重水素化 D5 類似体を内部標準として使用しました。ただ
し、DUID のサンプルについては、コカイン、BE、および CE の
有無も調べました。

5 種類のどの LC/MS 装置でも、同じ移動相/カラム/カラム温
度/流量/オートサンプラ温度を使用し、LC 条件に差異が出な
いようにしました。ほとんどの作業は、2 台の LC システムを
カートに載せて機器の間を移動しながら行いました。

コカイン、M+H+ = 304.1543 
C16H19NO4

ベンゾイルエクゴニン、M+H+ = 290.1387 
C17H21NO4
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図 1a. 検視血液で分析した化合物 (プロトン化された状態) の構造式/
化学式/精密質量

アルプラゾラム、M+H+ = 309.0902 
C17H13N4Cl

ジアゼパム、M+H+ = 285.0789 
C16H14N2OCl

ノルジアゼパム、M+H+ = 271.0633 
C15H12N2OCl
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図 1b. DUID 検査血液で分析した化合物 (プロトン化された状態) の
構造式/化学式/精密質量
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実験手法

サンプル前処理

サンプル量はそれぞれ 1 mL の全血です。それぞれに適した固
定相抽出を行いました。(カリフォルニア州ボールドウィンの
SPEware 社から購入)。検視サンプルは RTI International 社で、
DUID 検査サンプルはマイアミ大学で前処理しました。最終溶
出液を乾固させてアメリカデラウェア州ウィルミントンの
Agilent Center of Excellence へ冷蔵輸送し、分析の直前に LC グ
ラジエントの開始組成 (5 % B) と同様の 100 µL の固定相溶媒で
再構成しました。唯一の例外は、SQ に使用したサンプルで
す。この場合、100 µL ではシグナルが飽和してしまうと判断し
たため、固定相溶媒を 100 µL 追加しました。この結果、SQ の
み、オンカラム注入量は半分です。

各化合物の 5 点の検量線レベルを表 1 に示します。本アプリ
ケーションノートでは、以後、ベンゾイルエクゴニンおよびコ
カエチレンをそれぞれ BE および CE と略します。

LC/MS メソッドの詳細

共通の MS 条件 (イオン源に関する条件) 

モード : ポジティブ ESI
(エレクトロスプレーイオン化) モード

ネブライザ : 30 psig
ドライガス流量 : 10 L/min
ドライガス温度 : 350 °C
Vcap : 3000 V

LC の流量は、上記の設定が最も効率的でした。

イオン源の設定に加えて、マス軸較正を行うイオン送給光学系/
分析計の電圧値は、各分析計に装備されたオートチューン (自
動調整プログラム) によって自動的に最適化されました。オー
トチューンによる最適化には、ポジティブ ESI モードにおいて
次のような m/z 値をとるイオンを使用しました (* TOF と QTOF
についてのみ使用) :

118.08625、322.04812、622.02896、922.00979、1221.99064*、
1521.97148*、1821.95231*、および 2121.93315。

上記のイオンを含んだキャリブラントは、オートチューンルー
チンによって自動的に投入されました。イオン質量の幅が広い
ため、マス較正の幅も広がります。これにより分析対象化合物
にとって最適なイオンが供給されます。

個別の MS 条件 (分析計に関する条件) 

すべての装置について、フラグメンター電圧というパラメータ
を使用しました。この電圧は、イオン源に発生した非選択的な
イオンフラグメントに対して適用されますが、本調査では、イ
オン源から質量分析計への各標的化合物イオンの送給を最適化
するための手段として使用しました。

• Agilent 6140A シングル四重極 LC/MS システム

各化合物に関する取り込み設定値を表 2 に示します。本調査で
分析したすべての化合物について、125 V のフラグメンター電
圧を使用しました。

表 1. 各化合物を定量するための検量線レベル

化合物 (検視サンプルの場合) レベル (ng/mL) 
コカイン 25、50、100、500、および 1000
ベンゾイルエクゴニン (BE) 25、50、100、500、および 1000
コカエチレン (CE) 10、25、50、250、および 500
メタドン 25、100、500、1000、および 2000
化合物 (DUID の場合) レベル (ng/mL) 
アルプラゾラム 5、10、25、100、および 500
ジアゼパム 25、50、100、250、および 500
ノルジアゼパム 25、50、100、250、および 500

LC 条件 (全 MS 分析機器に共通) 

Agilent 1200 シリーズバイナリポンプ SL、デガッサ装備、ウェ
ルプレートサンプラ、カラムコンパートメント

カラム : Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18、
2.1 mm x 100 mm、1.8 µm (部品番号 959764-902) 

カラム温度 : 50 °C
移動相 : A = 5 mM のギ酸アンモニウムと 0.05% のギ酸の

混合水溶液
B = 0.05% のギ酸を混合したアセトニトリル

流量 : 0.25 mL/min
注入量 : 5 µL (SQ、QQQ、IT) 、2 µL (TOF) 、

および 0.1 µL (QTOF) 
グラジエント : 時間 (分) B 溶液の濃度

1.0 5
6.0 40 ストップタイム : 10 min
8.0 95 ポストラン : 2 min

表 2. 各化合物に関する選択イオンモニタリング (SIM) の取り込み設
定値 (括弧内の数字は検出器ゲイン) 

時間 (分) 化合物 SIM イオン (ゲイン) Dwell (msec) 
0.0 コカイン 304.1 (5) 75

コカイン -D3 307.1
BE 290.1
BE-D3 293.1
CE 318.1
CE-D3 321.1

7.0 メタドン 310.2 235
メタドン-D3 313.2

8.0 アルプラゾラム 309.0 (10) 50
アルプラゾラム-D5 314.0
ジアゼパム 285.0
ジアゼパム-D5 290.0
ノルジアゼパム 271.0
ノルジアゼパム-D5 276.0
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SQ は、本調査で使用した機器中で最も安価です。また、通常は
それぞれの SIM に合わせて最適化するパラメータの数が 1 つ
(フラグメンター電圧) しかないので、最も使いやすい装置でも
あります。上で述べたとおり、イオン源の設定は LC の流量に
基づいて自動的に決定され、イオン送給光学系や質量分析計の
設定値はオートチューンルーチンによって自動的に最適化され
ます。

• Agilent 6410A トリプル四重極 LC/MS システム

QQQ で、データ取り込みを最適化するためのパラメータには、
フラグメンター電圧とコリジョンエネルギー (CEn) がありま
す。この電圧を最適化して、マルチプルリアクションモニタリ
ング (MRM) 用のプロダクトイオンのレスポンスを最大限に高
めました。どの対象化合物についても、レスポンスの最も高い
MRM イオンを定量用のモニタリングイオンとして、2 番目に
高いイオンを確認用のクォリファイアとして使用しました。サン
プルに含まれている化合物を特定するためには、クォリファイア
とクォンティファイア MRM とのピーク面積比をキャリブレータ
のそれと一致させ、± 20% の許容誤差の範囲内に維持しておく必
要があります。MRM の条件を表 3 に示します。クォリファイア
イオンとそれぞれの電圧は角カッコ ([  ]) 中に示します。

QQQ は、5,400 amu/sec の速度でスキャンで使用することもで
きますが、これはこの機器の最も感度の良い取り込みモードで
はありません。SQ と同じように、分析対象イオンに合わせて
フラグメンター電圧を最適化する必要があります。さらに、
クォンティファイア/クォリファイアプロダクトイオンのレスポ
ンスを最大限に高めるためにコリジョンエネルギーの最適化も
必要です。スキャンを行う場合を除いて、SQ の場合と同様、
イオン源 (ESI) の設定値は LC の流量に基づいて自動的に計算さ
れます。また、イオン送給光学系/質量分析計の電圧値は
チューニング添加イオンによって自動的に最適化されるため、
メソッド開発に必要な設定値はすでに決定されています。

• Agilent 6330A イオントラップ LC/MS システム

イオントラップは、予想化合物の登録リスト (Include List) を用
いて、標的を絞った AutoMS (3) というスクリーニングモードで
使用しました。この登録リストには、対象化合物の予想イオン
質量 (M + H)+ に対応した m/z 値を指定します。このリストに
は、表 2 の SIM イオンの値と同じ m/z値を指定しました。

イオントラップを AutoMS (3) モードで使用すると、MS モード
でスキャニングが行われます。登録リストに指定されているイ
オン質量のいずれかの強度がユーザ定義のスレッシュホールド
を超えた場合にはそのイオンがフルスキャン MS/MS モードで
フラグメント化されることになります。また、イオントラップ
はプロダクトイオンの強度もモニタします。いずれかのプロダ
クトイオンが所定のユーザ定義スレッシュホールドを超えた場
合にはそのイオンがフルスキャン MS/MS/MS モード、つまり
MS (3) モードでフラグメント化されることになります。

MS/MS/MS モードでの取り込みは、化合物の構造に対して高
い選択性があります。しかし、MS/MS モードにおけるシグナ
ル強度が十分にないと、うまく取り込みができません。取り込
まれた MS/MS および MS (3) スペクトルは、アジレントの提供
するライブラリ (約 400 の化合物に関するライブラリ) 内の同タ
イプのスペクトルと照合されます。スコアリングマッチは、下
の式に示すように、MS/MS および MS (3) レベルでの一致スコ
アの加重平均です。

有効スコア (Score') は、ライブラリのスペクトルデータとの一
致度に応じた MS/MS と MS (3) の各レベルにおける個々のスコ
ア (Score) を基準としたものです。「Score」は、産業標準の
NIST ベース検索アルゴリズムに基づいて算出される「Fit (F)」
と「Reverse Fit (RF)」と「Purity (P)」です。ライブラリには MS
スペクトルのデータがないため、MS レベルでの突き合わせは
行われません。MS レベルでのライブラリマッチングには、共
溶出化合物が干渉することがあります。

上の式で、M は同定された化合物スペクトルの数、N はスペク
トルの総数です。Match は、レベルの異なる MS スペクトルを
比較するときに使用するパラメータです。たとえば、取り込ん
だ MS スペクトルを、ライブラリの MS/MS スペクトルデータ
と比較して同定するというようなことが可能です。この場合、
Match = 500 と指定します。すべての Match パラメータは
「Forbidden (禁止)」に設定されているため、どのスコアリング
インスタンスの Match 値も 1,000 になっています。

このため、有効スコアは、「Fit'」、「RFit'」、「Purity'」と表
示されます。

表 3. 各化合物に関する MRM 取り込み設定値 (角括弧内の数字は
クォリファイアイオンの値、「Frag」はフラグメンター電圧、
「CEn」はコリジョンエネルギー)

時間 Dwell
(分) 化合物 MRM Frag (V) CEn (V) (msec)

0.0 コカイン 304.1 > 182 [82] 130 [130] 15 [30] 40
コカイン-D3 307.1 > 185 130 15
BE 290.1 > 168 [105] 110 [110] 15 [30]
BE-D3 293.1 > 171 110 15
CE 318.1 > 196 [82] 130 [130] 15 [30]
CE-D3 321.1 > 191 130 15

8.0 メタドン 310.2 > 265.1 [105] 110 [110] 15 [25] 30
メタドン-D3 313.2 > 268 110 15
アルプラゾラム 309.0 > 205 [281.1] 170 [170] 40 [25]
アルプラゾラム-D5 314.0 > 286 170 25
ジアゼパム 285.0 > 193 [154] 170 [170] 30 [30]
ジアゼパム-D5 290.0 > 198 170 [170] 30
ノルジアゼパム 271.0 > 140 [165] 170 [170] 25 [30]
ノルジアゼパム-D5 276.0 > 213 170 [170] 30

Score’ = 

Score × Match

M × 106

M N

× 1000
i = 1
S

1
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フラグメント化は、SmartFrag という特異なモードで行いま
す。これは、0.3 〜 2.0 V の範囲で勾配を付けて適用されるコリ
ジョンエネルギーで、装置によるプロダクトイオンスペクトル
のばらつきを抑え、フラグメント化されるイオンの質量範囲を
広げます。ライブラリのスペクトルも SmartFrag によって取り
込まれたものです。

この他の取り込みパラメータとして、Smart Parameter Settings
(SPS) をオン、スキャン範囲を 150 〜 300、Maximum Accumulation
Time を 200 msec、Smart Target を 500,000、Averages を 5 に設
定しました。SPS は、イオントラップ分析計へのプリカーサイ
オンの送給やトラップ自体によるプリカーイオンの捕集を最適
化するための電圧値です。Maximum Accumulation Time は、イ
オントラップでイオンの蓄積を続ける最大時間数です。この時
間を過ぎると、別のスキャンが開始されるか、もしくは選択し
たプリカーサのフラグメント化サイクルが実行されます。

Smart Target の設定は、イオンをイオントラップの容量までめ
いっぱい溜め、なおかつ容量を超えないようにするためのもの
です。イオンの溜めすぎは、分離能や質量の帰属判定能力を低
下させる原因になります。Averages を 5 に設定した場合、フル
スキャンが 5 回分取り込まれると、その平均値が 1 回分のデー
タスキャンとして記憶されます。

フルスキャン MS/MS モードの取り込みは、イオントラップで
最も感度の良い取り込み方法です。イオントラップは定量にも
使用できますが、通常、きれいなサンプルに限られます。これ
は、イオントラップが、プリカーサを選択してフラグメント化
する前に、イオン源に発生したイオンをすべて捕集してしまう
ためです。マトリックスイオンが混在している場合には、分析
対象物をトラップする場所が塞がれるため、感度が落ちること
になります。

SQ および QQQ 質量分析計の場合と同様、イオン源の設定値は
LC の流量に基づいて自動的に決定されます。マス軸較正は
チューニング添加イオンの注入によって行われます。イオン光
学系/質量分析計の電圧値については、標的プリカーサイオン
のトラップに最適な値がオートチューン機能によって自動的に
決定されます。AutoMS (3) の動作モードでは、メソッド開発は
最小限で済みます。

• Agilent 6220 Accurate-Mass Time-of-Flight LC/MS システム

取り込み時にフラグメンター電圧を設定する必要があります。
この値は 150 V に設定します。スキャン範囲はm/z 100 〜 1,000
で、スキャン 1 回あたり約 10,000 トランジェントが取り込まれ
ます。トランジェントは、ひとかたまりのイオンを励起して
TOF 質量分析計へ送給するパルスのことです。m/z 比 121.0509
および 922.0098 のリファレンスイオンを各スキャンのリアルタ
イム質量補正に使用し、各スペクトルを更新してからデータ
ファイルに記録しました。

質量補正溶液を 2 本目のスプレー装置から注入し、QTOF の MS
モードで 2 ppm 以上、MS/MS モードで 5 ppm 以上の質量精度
が出るようにしました。2 本のスプレー装置を使い分けること
により、イオンサプレッションを防止できます。同じスプレー
装置を使用した場合、イオン化の前に LC の流路へリファレンス
化合物を注入するとイオンサプレッションの可能性があります。

注入量は 2 µL に減らしました。SQ、QQQ、および IT で使用し
た 5 µL という注入量ではサンプルに含まれる一部の化合物につ
いてエレクトロスプレーまたは MS 検出器の感度飽和をまねく
おそれがあるためです。乾固したサンプルの復元濃度を決定す
る際に SQ と TOF の感度を低く想定しすぎていました。

アジレントの TOF にはアジレントの他の LC/MS 製品と同じイ
オン源やイオン光学系が使用されているため、イオン源の設定
値は流量に基づいて自動的に決定され、イオン送給光学系や質
量分析計の電圧値は前述のオートチューン機能によって自動的
に最適化されます。これによりメソッド開発の手間はかかりま
せん。本調査で使用した 150 V というフラグメンター電圧値
は、質量分析計へ広範囲の質量のイオンを効率的に送給できる
有効なイオン送給光学系電圧値でした。5 台の質量分析計のイ
オン光学系に若干の相違があるため、最適なフラグメンター電
圧は LC/MS システムによって多少異なります。

• Agilent 6520A 四重極 Time-of-Flight 質量分析計

QTOF では、TOF で使用したものと同じ設定値を使用し、
AutoMS/MS というイオントラップに似た取り込みモードを利
用しました。QTOF は、m/z 100 〜 1,000 をスキャンします。い
ずれかのイオンの強度がユーザーが定義したスレッシュホール
ドを超えた場合にはそのイオンがフラグメント化され、フルス
キャン MS/MS モードで取り込まれることになります。プリ
カーサの m/z が大きくなれば、(構造式を決定できるだけの十
分なフラグメント化とプロダクトイオン生成を行うために) 必
要とされるコリジョンエネルギーも大きくなります。したがっ
て、コリジョンエネルギーは、プリカーサイオンの質量に基づ
いて決定しました。

同じリファレンスイオンを使用し、これも 2 本目のスプレー装
置から注入しました。本調査で使用したアジレントの他の
LC/MS 装置と同じように、イオン源の設定は LC の流量に基づ
いて自動的に決定され、イオン送給光学系や質量分析計の電圧
値は前のイオン質量リストに 基づいて自動調整/キャリブレー
ションアルゴリズムによって自動的に最適化されました。TOF
と同様、フラグメンター電圧は 150 V に設定しました。



6

結果と考察

シングル四重極質量分析計

検視血液

低濃度キャリブレータを用いたコカインの分析対象物質に関す
る選択イオンモニタリングクロマトグラムを図 2 に示します。
この濃度は、コカインと BE 25 ng/mL、CE 10 ng/mL に相当し
ます。老化全血では、各分析対象物が優れたシグナル/ノイズ
(S/N) を示しています。

分3 4 5 6 7 8 9

0

50000

100000

 MSD1 290, EIC=289.7:290.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0001.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 5.018 -  BE

 6.070BE

 MSD1 293, EIC=292.7:293.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0001.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 5.015 -  BE-d3

BE-D3

分3 4 5 6 7 8 9

0

50000

100000

 MSD1 304, EIC=303.7:304.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0001.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 5.968 -  コカイン

 6.638コカイン

分3 4 5 6 7 8 9

0
100000
200000

 MSD1 307, EIC=306.7:307.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0001.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 5.968 -  コカイン-d3

コカイン-D3

分3 4 5 6 7 8 9

0

100000

200000

 MSD1 321, EIC=320.7:321.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0001.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 6.571 -  コカインエチレン-d3

CE-D3

分3 4 5 6 7 8 9

0
100000
200000

 MSD1 318, EIC=317.7:318.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0001.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 6.572 -  コカエチレン

CE

分3 4 5 6 7 8 9

0

50000

100000

図 2. 25 ng/mL (BE とコカイン) および 10 ng/mL (CE) の低濃度キャリブレータ時の化合物クロマトグラム (選択イオンモニタリング使用時)
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各化合物の検量線を図 3 に示し、各化合物の検量範囲と 相関係
数を示します。これらは、それぞれのケースサンプルにおける
各化合物の定量範囲です。コカインのケースサンプルを図 4 に
示し、定量濃度を付記します。3 つの化合物がすべてそれぞれ
の検量範囲外で定量されている点に注目してください。

また、検視サンプルにはメタドンが検出されています。検量線
を図 3 に示し、25 ng/mL の低濃度キャリブレータを図 5 に、メ
タドンのケースサンプルを図 6 に示します。

0 1 2
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コカエチレン、MSD1 318
面積比 = 1.04937193* アマウント比 +0.03406

Rel. Res%(1): 30.019

決定係数:  0.99930

1
2 3

4

5

コカイン、MSD1 304
面積比 = 1.06553356* アマウント比 +0.088219

Rel. Res%(1): 6.786

決定係数:  0.99931

アマウント比

アマウント比
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BE、MSD1 290
面積比 = 1.07593614* アマウント比 +0.097569

レスポンス比 (1): 14.706

決定係数:  0.99914

1 2

3

4

5

コカエチレン、MSD1 310
面積比 = 0.95868154* アマウント比 -0.0103401

レスポンス比 (1): 55.265

決定係数:  0.99968

コカイン

メタドン

25 ～ 1000 ng/mL

25 ～ 2000 ng/mL

BE

CE

25 ～ 1000 ng/mL

25 ～ 1000 ng/mL

アマウント比
0 2 4
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比
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図 3. 検視サンプルで分析した化合物の検量線 : BE およびコカイン (25 〜 1,000 ng/mL)、CE (10 〜 500 ng/mL)、メタドン (25 〜 2,000 ng/mL)
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分4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

0
500000

1000000
1500000

 MSD1 290, EIC=289.7:290.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_COCMETH0009.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 5.019 -  BE

 5.500
BE

分4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

0
100000
200000
300000

 MSD1 293, EIC=292.7:293.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_COCMETH0009.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 5.016 -  BE-d3

BE-d3

分4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

0

20000

40000

 MSD1 304, EIC=303.7:304.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_COCMETH0009.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 5.974 -  コカイン

コカイン

分4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

0

500000

1000000

 MSD1 307, EIC=306.7:307.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_COCMETH0009.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 5.974 -  コカイン-d3

コカイン-d3

分4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

0
5000

10000

 MSD1 318, EIC=317.7:318.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_COCMETH0009.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 6.579 -  コカエチレン

コカエチレン

分4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

0

500000

1000000

 MSD1 321, EIC=320.7:321.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_COCMETH0009.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 6.578 -  コカエチレン-d3

コカエチレン-d3

図 4. 検視コカエチレンのケースサンプル : BE 1,253 ng/mL、コカイン 8.8 ng/mL、および CE 2.7 ng/mL
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分3 4 5 6 7 8 9

分3 4 5 6 7 8 9
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 MSD1 310, EIC=309.7:310.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0017.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 7.942 -  メタドン

0

100000

200000

300000

400000

 MSD1 313, EIC=312.7:313.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0017.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 7.940 -  メタドン-d3

 9.636

メタドン

メタドン-d3

図 5. 検視メタドンの低濃度キャリブレータ (25 ng/mL)

分3 4 5 6 7 8 9

分3 4 5 6 7 8 9
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1000000

2000000

3000000

4000000

 MSD1 310, EIC=309.7:310.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0019.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 7.938 -  メタドン

 9.006

0

500000

1000000

1500000

2000000

 MSD1 313, EIC=312.7:313.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_RTI_SQLF\RTI_cocmeth0019.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag: 125 (TT)

 7.935 -  メタドン-d3

 9.637

メタドン

メタドン-d3

図 6. 検視メタドンのケースサンプル : 1,156 ng/mL
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DUID 検査血液

低濃度ベンゾジアゼピン類に関する選択イオンモニタリング
(SIM) クロマトグラムを図 7 に、5 〜 500 ng/mL の検量線を図 8
に示します。サンプル 0024 のクロマトグラムを図 9 に示し、
定量の結果を表 4 にまとめました。

分0 2 4 6 8 10

0

200000

400000

 MSD1 309, EIC=308.7:309.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0013.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.118 -  アルプラゾラム

アルプラゾラム

分0 2 4 6 8 10

0

500000

1000000

 MSD1 314, EIC=313.8:314.8 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0013.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.104 -  アルプラゾラム-d5

アルプラゾラム-d5

分0 2 4 6 8 10

0
50000

100000
150000

 MSD1 271, EIC=270.7:271.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0013.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.362 -  ノルジアゼパム

ノルジアゼパム

分0 2 4 6 8 10
0

400000

800000

 MSD1 276, EIC=275.8:276.8 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0013.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.343 -  ノルジアゼパム-d5

ノルジアゼパム-d5

分0 2 4 6 8 10

0

200000

400000

 MSD1 285, EIC=284.7:285.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0013.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.497

 8.751 -  ジアゼパム

 8.996

ジアゼパム

分0 2 4 6 8 10

0
1000000
2000000

 MSD1 290, EIC=289.7:290.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0013.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.733 -  ジアゼパム-d5

ジアゼパム-d5

図 7. DUID 検査ベンゾジアゼピン類の低濃度キャリブレータ (5 ng/mL)
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4
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ノルジアゼパム、MSD1 271
面積比 = -0.0972922* アマウント比^2 +1.0660207*Am

レスポンス比 (1): -23.829

決定係数:  0.99546
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ジアゼパム、MSD1 285
面積比 = -0.1324583* アマウント比^2 +1.1004611*Am

レスポンス比 (1): -22.908

決定係数:  0.99364
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アルプラゾラム、MSD1 309
面積比 = -0.0778979* アマウント比^2 +1.2312337*Am

レスポンス比 (1): 218.160

決定係数:  0.99557

アルプラゾラム

5 ～ 500 ng/mL

ノルジアゼパム

5 ～ 500 ng/mL

ジアゼパム
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図 8. DUID 検査ベンゾジアゼピン類の検量線 (5 〜 500 ng/mL)。エレクトロスプレーイオン化過程での飽和により非線形ですが、これは MS 検出
器に起因するものではありません。
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0 2 4 6 8 10

0

2000000

 MSD1 290, EIC=289.7:290.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0022.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.739 -  ジアゼパム-d5

ジアゼパム-d5

分

0

50000

100000

 MSD1 285, EIC=284.7:285.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0022.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.348  8.507

 9.003ジアゼパム

分0 2 4 6 8 10

0

500000

1000000

 MSD1 276, EIC=275.8:276.8 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0022.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.348 -  ノルジアゼパム-d5

ノルジアゼパム-d5

分0 2 4 6 8 10

0
500000

1000000
1500000

 MSD1 314, EIC=313.8:314.8 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0022.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.108 -  アルプラゾラム-d5

アルプラゾラム-d5

分0 2 4 6 8 10

0
50000

100000

 MSD1 309, EIC=308.7:309.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0022.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 8.123 -  アルプラゾラム

アルプラゾラム

分0 2 4 6 8 10

0
25000
50000
75000

 MSD1 271, EIC=270.7:271.7 (C:\DATA\LCMSD_1\DATA\AAFS_UM_SQLF\UM_BENZOSSQ\UM_BENZOSSQ0022.D)    ES-API, Pos, SIM, Frag:

 7.591

ノルジアゼパム

分0 2 4 6 8 10

図 9. DUID 検査ベンゾジアゼピン類のサンプル 0024 : アルプラゾラム 5.6 ng/mL

表 4. SQ によって定量された各サンプルのベンゾジアゼピン類含有濃度 (各サンプルからノルジア
ゼパムとジアゼパムを検出できましたが、定量可能な濃度範囲に達しない量でした)
DUID 検査ベンゾジアゼピン類の 定量結果 (ng/mL)
ケースサンプル (SQ) アルプラゾラム ノルジアゼパム ジアゼパム
0024 5.6 < 5 < 5
0062 34.5 < 5 < 5
0083 13.6 < 5 < 5
0476 95.7 < 5 < 5
0531 67.5 < 5 < 5
0580 17.5 < 5 < 5
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トリプル四重極質量分析計

検視血液と DUID 検査血液

中間領域キャリブレータを用いたコカイン代謝産物のマルチプ
ルリアクションモニタリングクロマトグラムを図 10 に示しま
す。この濃度は、コカインと BE は 100 ng/mL に相当し、CE は
50 ng/mL に相当します。分析対象物に関して、クォンティ

ファイアとクォリファイアの両方のイオンを測定しました。サ
ンプルの中に存在する化合物を特定するためには、対応する面
積値の比を一定に保つ必要があります。面積比の一例を ± 20%
の許容誤差範囲とともに図 11 に示します。内部標準 (IStd) 用の
クォリファイアイオンは捕集しませんでした。

図 10. マルチプルリアクションモニタリングを使用した中間領域 100 ng/mL (BE およびコカイン) および 50 ng/mL (CE) における化合物クロマト
グラム。化合物ごとに、クォンティファイア、クォリファイア、内部標準 (IStd) イオンが示されています。

BE - クォンティファイア

BE - クォリファイア

BE - 内部標準

コカイン - クォンティファイア

コカイン - クォリファイア

コカイン - 内部標準

CE - クォンティファイア

CE - クォリファイア

CE - 内部標準

メタドン - クォンティファイア

メタドン - クォリファイア

メタドン - 内部標準
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図 11 の左側は、分析対象物のクォリファイアの積分ピークと
内部標準の積分ピークです。そのすぐ右横は、クォンティファ
イアイオンの上にクォリファイアイオンを重ね書きしてピーク
面積で正規化したものです。右端は、正規化前の重ね書きで
す。破線は、イオン比の ± 20% の許容誤差を表しています。

QQQ 質量分析計は、定量と確認を 1 回のランで同時に行う機能
を備えています。SQ においてイオンの数を 1 つでも増やして
確認を行おうとうすれば、フラグメンターの電圧を上げて衝突
によるフラグメンテーションを誘発するしか方法がありませ
ん。しかし、これは非選択的なプロセスであるため、SQ では
共溶出化合物による干渉を受けやすくなります。

検視サンプルでコカイン、CE、BE、およびメタドンを定量す
る際の検量線を図 12 に示します。これらの検量範囲および
キャリブレータは SQ 分析の場合と同じです。

検量線の中間領域における DUID 検査サンプルの化合物クロマ
トグラムを表 13 に示します。検視サンプルの化合物の場合と

同様、分析対象物についてクォンティファイアとクォリファイ
アの両方イオンが測定されています。対応する検量線を図 14
に示しますが、これは SQ 分析で使用したものと同じです。

低濃度のサンプルをトリプリケートで注入しました。その結果
を下の表 5 に示します。

図 11. 確認用のクォリファイアピーク面積イオン比

表 5. トリプリケート注入のピーク面積から低濃度定量の再現性

低濃度化合物での レスポンスの
再現性 レベル (ng/mL) 相対標準偏差 (%)
コカイン 25 0.4
BE 25 1.0
CE 10 0.6
メタドン 25 0.2
アルプラゾラム 5 2.2
ノルジアゼパム 5 0.5
ジアゼパム 5 2.5

± 20%

クォンティファイア/
クォリファイア
ピークの重ね書き

ノーマライズ未調整

クォンティファイア

内部標準

ノーマライズ調整済み
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図 12. 25 〜 1,000 ng/mL (コカインと BE)、10 〜 1,000 ng/mL (CE)、および 25 〜 2,000 ng/mL (メタドン) で検視サンプルから検出した各化合物
の直線性

メタドン

BEコカイン

CE

R2 > 0.998
25 〜 1000 ng/mL

R2 > 0.999
25 〜 1000 ng/mL

R2 > 0.999
10 〜 1000 ng/mL

R2 > 0.999
25 〜 2000 ng/mL
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図 13. 50 ng/mL という中間領域でのアルプラゾラム、ノルジアゼパ
ム、およびジアゼパムに関する化合物クロマトグラム。化合
物ごとに、クォンティファイア、クォリファイア、内部標準
(IStd) イオンが示されています。

図 14. 検視ベンゾジアゼピンの各化合物に関する検量線 (5 〜 500
ng/mL)

各サンプルの定量結果を表 6 にまとめます。DUID 検査サンプ
ルにはコカインとその代謝産物も含まれると考えられるため、
それに適した化合物の分析も行いました。

SQ および QQQ では検量線の低濃度域での定量を行いました
が、QQQ では、MS/MS 機能に選択性があるため、SQ よりも粗
い前処理でも良好な分析結果が得られるものと考えられます。

イオントラップ質量分析計

検視血液のみ

DUID 検査サンプルは他の分析調査で使い切ってしまったた
め、イオントラップ質量分析計では検視サンプルのみを分析し
ました。

IT 質量分析計での定量に使用できる検量線の作成を試みました
が、約 4 秒間のピークでは十分な数のデータ点で捕捉するには
短すぎたため、ピークの全幅を正確に再現できるだけのデータ
が得られませんでした。通常、イオントラップによる定量には
最低 10 秒のピーク幅が必要とされます。

その半面、イオントラップでは、フルスキャン MSn 感度を利
用することにより、固有なフラグメンテーションパターン (別
名「フィンガープリント」) に基づく化合物の特定を行うこと
ができます。本調査では、検視/DUID 検査ケースサンプルに含
有される化合物の特定に、MS/MS と MS3 の両方のスペクトル
データが収録されたアジレントのライブラリ (400 種以上の化合
物に関するライブラリ) を利用しました。一例としてベンゾイ
ルエクゴニンのライブラリエントリを図 15 に示します。この

アルプラゾラム - 
クォンティファイア

アルプラゾラム - 
クォリファイア

アルプラゾラム - 内部標準

ノルジアゼパム - 
クォンティファイア

ノルジアゼパム -
クォリファイア

ノルジアゼパム -
内部標準

ジアゼパム - 内部標準

ジアゼパム - クォリファイア

ジアゼパム - クォンティファイア

アルプラゾラム

R2 > 0.998
5 〜 500 ng/mL

ノルジアゼパム

R2 > 0.997
5 〜 500 ng/mL

ジアゼパム

R2 > 0.998
5 〜 500 ng/mL
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薬物ライブラリには、CAS 番号 (Chemical Abstracts Service
Number) と化学式と構造式も表示されます。

表 6. 検視/DUID 検査の各ケースサンプルに関する QQQ による定量結果 (ハイフンはサンプルから検出できなかった化合物)

定量結果 (ng/mL)
コカイン BE CE メタドン アルプラゾラム ジアゼパム ノルジアゼパム

検視サンプル
ケースサンプル - コカイン 1.1 1448.1 0.1 – – – –
ケースサンプル - メタドン – – – 1134.7 – – –
DUID 検査サンプル
ケース 0024 – 699.0 286.5 93.6 0.8 – –
ケース 0062 – 25.6 37.8 390.9 36.5 – –
ケース 0083 – 9.5 1.0 1465.4 3.9 – –
ケース 0476 223.9 424.4 211.5 447903.6 96.4 – –
ケース 0531 – 123.4 1.0 1057.8 58.5 – –
ケース 0580 – 57.0 10.01 – 5.2 – –

図 15. ベンゾイルエクゴニンに関するライブラリエントリ (MS/MS と MS3 のスペクトル、CAS #、化学式、構造式が記録されています)。
ライブラリ内のスペクトルはすべて SmartFrag によって取り込まれたものです。
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必要な感度を確認するために、検視血液サンプルのキャリブ
レータを最低濃度で分析したときの例を図 16 に示します。検
視分析用の低濃度キャリブレータから、それぞれ 25、25、10、
および 25 ng/mL で存在する BE、コカイン、CE、およびメタド
ンが正確に検出されています。

検視コカインのケースサンプルでは、図 17 のライブラリサー
チレポートに示されているとおり、BE とアルプラゾラムを同
定しました。BE の含有濃度は、以前、QQQ による分析で 1448

ng/mL と計算されています。QQQ では、コカインと CE もそれ
ぞれ 1.1 ng/mL と 0.1 ng/mL で検出されています。これは、イ
オントラップ、少なくとも AutoMS3 モードで十分な検出や同
定を行うには低すぎる濃度と考えられます。

コカインサンプルで使用した QQQ メソッドはアルプラゾラムを
分析対象としたものではありませんでしたが、アルプラゾラム
も同定されました。BE およびアルプラゾラムに関するスペクト
ル対照グラフをそれぞれ図 18a と図 18b に示します。

ライブラリサーチレポート - AutoMS(n)

分析名 : DOA_RT1000013.D
機器名 : Agilent 6340 Ion Trap 印刷日時 : 11/16/2007 7:54:16 AM

メソッド : DOA_MZ_AUTOMS1.M オペレータ名 : Administrator 取り込み日時 : 11/16/2007 1:28:28 AM
サンプル名 : Coc_Cal1

# RT [分] MS(n) 隔離 m/z 化合物名 Fit’ RFit’ Purity’ 濃度 (ng/mL)
1 5.3 290.4 ベンゾイルエクゴニン 1000 999 999 25
2 6.0 304.9 コカイン 1000 1000 1000 25
3 6.7 318.3 コカエチレン 999 995 995 10
4 7.3 310.3 メタドン 986 957 955 25

図 16. 低濃度キャリブレータから検出された BE、コカイン、CE、メタドンと、判明している濃度 (右側) を示すライブラリサーチレポート

ライブラリサーチレポート - AutoMS(n)

分析名 : DOA_RT1000019.D
機器名 : Agilent 6340 Ion Trap 印刷日時 : 11/16/2007 8:28:06 AM

メソッド : DOA_MZ_AUTOMS1.M オペレータ名 : Administrator 取り込み日時 : 11/16/2007 2:45:36 AM
サンプル名 : Case Sample Coc

# RT [分] MS(n) 隔離 m/z 化合物名 Fit’ RFit’ Purity’ 濃度 (ng/mL)
1 5.0 290.4 ベンゾイルエクゴニン 962 957 932 1448
2 8.1 309.3 アルプラゾラム 998 974 974 未分析 (QQQ)

図 17. 検視コカインのケースサンプルから検出された BE およびアルプラゾラムと、QQQ による分析によって判明している濃度を示すライブラリ
サーチレポート
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図 18a. 検視コカインのケースサンプルから MS/MS および MS3 レベルで検出された BE に関するスペクトル対照グラフ
を示すライブラリサーチレポート。ライブラリのスペクトルには構造式が含まれています。

BE

MS2

MS3

ライブラリサーチレポート - AutoMS(n)
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図 18b. 検視コカインのケースサンプルから MS/MS および MS3 レベルで検出されたアルプラゾラムに関するスペクトル対照
グラフを示すライブラリサーチレポート。ライブラリのスペクトルには構造式が含まれています。

アルプラゾラム

MS2

MS3

ライブラリサーチレポート - AutoMS(n)
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検視メタドンのケースサンプルでは、図 19 のライブラリサーチ
レポートに示されているとおり、メタドンとセルトラリンを同
定しました。メタドンの含有濃度は、以前、QQQ による分析で
1,135 ng/mL と計算されています。セルトラリンの存在は、RTI
社のレポート執筆者によって示唆されていましたが、今回、イ
オントラップライブラリの使用によって確認されました。

メタドンおよびセルトラリンに関するスペクトル対照グラフを
それぞれ図 20a と図 20b に示します。

Time-of-Flight 質量分析計

検視血液

Agilent の TOF 装置 は、質量精度 2 ppm よりも高い精度で質量
スペクトルを取り込むことができます。さらにこの装置は、

m/z 118 において半値全幅 10,000 以上の仕様分解能という優れ
たスペクトル分解能を備えています。この分解能は 12 mDa 未
満のピーク幅に相当します。本調査で測定したイオン質量の範
囲 (m/z 300 前後) は、ピーク幅は 25 mDa 前後です。このような
狭いピークに関しては、S/N を高めて SQ と同じような定量を
行うために、抽出イオンクロマトグラム (EIC) を ± 10 ppm まで
幅を絞った抽出ウィンドウで生成できます。

こうした EIC で検視分析の低濃度キャリブレータに関する分析
結果を表示した例を図 21 に示します。EIC には質量精度も表示
され、その質量精度を中心として ± 10 ppm の EIC が生成されま
す。たとえば、コカインの場合、化学式は C17H21NO4 で、プロ
トン化イオン分子 (M+H)+ の精密質量は 304.1543 です。図 21
のコカインの EIC では、304.1543 というイオン質量が中心に置
かれ、S/N が良好であるため優れた質量精度が出ています。

ライブラリサーチレポート - AutoMS (n)

分析名 : DOA_METHCASE002.D
機器名 : Agilent 6340 Ion Trap 印刷日時 : 11/16/2007 10:15:29 AM

メソッド : DOA_MZ_AUTOMS1.M オペレータ名 : Admimistrator 取り込み日時 : 11/16/2007 9:35:58 AM
サンプル名 : Meth Case Sample

# RT [分] MS (n) 隔離 m/z 化合物名 Fit’ RFit’ Purity’ 濃度 (ng/mL)
1 7.4 310.7 メタドン 991 934 932 1135
2 8.5 307.6 セルトラリン 978 989 972 キャリブレータなし

図 19. 検視メタドンのケースサンプルから検出されたメタドンおよびセルトラリンと、QQQ による分析によって判明しているメタドンの濃度を
示すライブラリサーチレポート
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図 20a. 検視メタドンのケースサンプルから MS/MS および MS3 レベルで検出されたメタドンに関するスペクトル対照グラフ
を示すライブラリサーチレポート。ライブラリのスペクトルには構造式が含まれています。

メタドン

MS2

MS3

ライブラリサーチレポート - AutoMS (n)
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図 20b. 検視メタドンのケースサンプルから MS/MS および MS3 レベルで検出されたセルトラリンに関する
スペクトル対照グラフを示すライブラリサーチレポート。ライブラリのスペクトルには構造式が含まれています。

セルトラリン

MS2

MS3

ライブラリサーチレポート - AutoMS (n)
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表 1 の各レベルで測った検量線を図 22 に示します。コカイン
および CE に見られる非線形性は検出器の飽和に起因するもの
です。これまでの各機器では注入量をが 5 µL でしたが、それ
を 2 µL にまで減らしても飽和してしまいました。図 21 の低濃
度キャリブレータの結果は、TOF 機器の感度がいかに良いか
を示すものです。図 22 では、コカインと CE の場合でも低濃
度域に直線性が見られます。こうした検量線は定量にも十分
使用できますが、詳細な分析には希釈物を使用することをお
勧めします。

この後に行ったコカインのケースサンプルに関する定量結果を
図 23 に示します。BE = 1,632 ng/mL、コカイン = 12.5 ng/
mL、CE = 6.4 ng/mL という結果が得られました。図 24 に示し
たとおり、メタドンは少なくとも 1,200 ng/mL のレベルで飽和
していました。

検視血液

DUID 分析については、5 ng/mL の低濃度キャリブレータの EIC
を図 25 に示します。このレベルでは、3 つの化合物がどれも定
量限界の近くにあることがわかります。それぞれの検量線を図
26 に示します。各検量線は表 1 に示されている濃度域を超えて
います。ノルジアゼパムとジアゼパムのグラフには検出器飽和
に起因する非線形性が見られます。注入量は 5 µL でしたが、今
後の作業では量を減らすか、希釈することをお勧めします。前
述のとおり、乾固サンプルの復元濃度や注入量を決定するとき
に見積もった TOF の感度は低過ぎました。

この後で行った DUID のケースサンプルの定量結果を表 7 にま
とめ、DUID のケースサンプル 0024 のクロマトグラムを図 27 に
示します。いずれのサンプルからもノルジアゼパムとジアゼパ
ムは検出できませんでした。これに対して、SQ では、定量で
きなかったとはいえ、少なくともその存在を確認することはで
きました。

図 21. BE、コカイン、メタドン (25 ng/mL)、および CE (10 ng/mL) からなる低濃度検視キャリブレータに関する± 10 ppm の抽出イオンクロマト
グラム

メタドン

BE

BE-d3

コカエチレン-d3

コカエチレン

コカイン-d3

コカイン

メタドン-d3
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コカイン - レベルの数 5、使用レベルの数 5、データ点の数 5、
使用データ点の数 5、QC の数 0。
y = -0.1346 * x ^ 2  + 1.2444 * x  - 0.0495

濃度比
0 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4 2.8 3.2 3.6 4

0
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2.8

R^2 = 0.99793679

コカイン

コカエチレン - レベルの数 5、使用レベルの数 5、データ点の数 5、
使用データ点の数 5、QC の数 0。
y = -0.2763 * x ^ 2  + 1.4160 * x  - 0.0452

濃度比
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メタドン - レベルの数 5、使用レベルの数 5、データ点の数 5、
使用データ点の数 5、QC の数 0。
y = -0.0357 * x ^ 2  + 0.7909 * x  + 0.1036
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BE - レベルの数 5、使用レベルの数 5、データ点の数 5、
使用データ点の数 5、QC の数 0。
y = 1.0100 * x  - 0.0478

濃度比
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図 22. 検視サンプルの各化合物に関する検量線。コカインと CE では検出器飽和が見られたため非線形となりましたが、注入量を2 µL に減らして
も解消しませんでした。
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(続く)図 23. TOF で分析したコカインのケースサンプル : BE 1,632 ng/mL、コカイン 12.5 ng/mL、および CE 6.4 ng/mL
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図 23. TOF で分析したコカインのケースサンプル : BE 1,632 ng/mL、コカイン 12.5 ng/mL、および CE 6.4 ng/mL
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図 24. TOF で分析したメタドンのケースサンプルに見られる検出器飽和 (レベル > 1,200 ng/mL)
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図 25. アルプラゾラム、ノルジアゼパム、ジアゼパン (5 ng/mL) からなる DUID 低濃度キャリブレータに関する
± 10 ppm の抽出イオンクロマトグラム

アルプラゾラム

アルプラゾラム-d5

ジアゼパム-d5

ジアゼパム

ノルジアゼパム-d5

ノルジアゼパム
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図 26. DUID 検査サンプルの各化合物に関する検量線。ノルジアゼパムとジアゼパムでは検出器飽和のために非線形になりました。
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図 27. DUID 検査のケースサンプル 0024 ついて定量されたアルプラゾラムの濃度 (2.7 ng/mL)
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四重極 Time-of-Flight 質量分析計

検視血液

Agilent QTOFの MS モードでは、TOF の場合とまったく同じ挙
動が観察されました。SQ および TOF でイオン源 (ESI) や検出器
が飽和していたので、TOF の調査で見られた非線形性を解消す
るためにサンプルの注入量を 0.1 µL にまで減らしました。QTOF

では、MS モードでのみ定量を行いました。MS/MS モードで定
量を行うこともできますが、MS モードほどの感度は得られま
せん。一般に、分離能の高い MS モードでは、共溶出干渉物の
影響が排除され、イオン抑制もありません。

TOF の場合と同じように、低濃度検視サンプルキャリブレータ
の各含有化合物の抽出イオンクロマトグラム (EIC) を図 28 (コカ
イン、BE、および CE) と図 29 (メタドン) に示します。各 EIC
は、各化合物のプロトン化分子の精密質量を中心とした ± 10
ppm のウィンドウで作成したものです。

対応する検量線を図 30 に示します。各検量線は表 1 に示され
ている濃度域を超えています。注入量を 5 µL から 0.1 µL へ 50
分の 1 に減らすと、良好な直線性が得られました。こうした検
量線に基づいてサンプルを定量した結果を図 31 および 32 に示
します。コカインのサンプルには、コカイン = 26.1 ng/mL、BE
= 1539.6 ng/mL、CE = 10.4 ng/mL が含まれているという結果が
出ました。メタドンのサンプルでは、メタドンの定量値が
898.1 ng/mL でした。

表 7. TOF によって定量された各ケースサンプルのベンゾジアゼピン
類含有濃度 (いずれのサンプルからもノルジアゼパムとジアゼ
パムは検出不能) 

DUID 検査
ベンゾジアゼピン類の 定量結果 (ng/mL)
ケースサンプル (TOF) アルプラゾラム ノルジアゼパム ジアゼパム
0024 2.7 – –
0062 39.0 – –
0083 7.8 – –
0476 89.1 – –
0531 69.2 – –
0580 9.0 – –

図 28. 検視サンプルで分析された低濃度キャリブレータに関する EIC (± 10 ppm) : 0.1 uL の注入量で BE およびコカイン (25 ng/mL)、
CE (10 ng/mL)

BE

BE-d3 内部標準

CE-d3 内部標準

CE

コカイン-d3 内部標準

コカイン



31

図 29. 0.1 µL の注入量で検視サンプルの低濃度キャリブレータに 25 ng/mL の濃度で含まれるメタドンの EIC (± 10 ppm)

メタドン

メタドン-d3 内部標準
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図 30. 検視サンプル分析時の各化合物に関する検量線

メタドン

BECE

コカイン

R2 > 0.996
10 〜 500 ng/mL

R2 > 0.997
25 〜 1000 ng/mL

R2 > 0.995
25 〜 1000 ng/mL

R2 > 0.997
25 〜 2000 ng/mL
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図 31. コカインのサンプルの EIC (± 10 ppm) に表示された各化合物の定量結果 (BE = 1539.5 ng/mL、コカイン = 26.1 ng/mL、CE =
10.4 ng/mL)

図 32. メタドンのケースサンプルの EIC (± 10 ppm) に表示されたメタドンの定量結果 (898.1 ng/mL)

BE

BE-d3 内部標準

CE-d3 内部標準

CE

コカイン-d3 内部標準

コカイン

メタドン

メタドン-d3 内部標準
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DUID 検査血液

QTOF による DUID 検査サンプルの分析でも、注入量は 0.1 µL に
しました。5 ng/mL の低濃度キャリブレータに含有されるアル
プラゾラム、ノルジアゼパム、およびジアゼパムの定量結果を
図 33 に示します。良好な S/N が観察されることから、さらに
低い濃度でも定量可能と考えられます。

5 ng/mL から 500 ng/mL までの各化合物に関する検量線と、サ
ンプル 0024 でのアルプラゾラムの定量結果 (0.5 ng/mL) を図 34
に示します。他の 2 つの化合物はこのサンプルから検出できま
せんでした。すべての DUID 検査ケースサンプルに関する定量
結果を表 8 にまとめます。

表 8. QTOF の MS モードで定量された各ケースサンプルのベンゾジ
アゼピン類含有濃度 (いずれのサンプルからもノルジアゼパム
とジアゼパムは検出不能) 

DUID 検査ベンゾジアゼピン 定量結果 (ng/mL)
類のケースサンプル アルプラゾラム ノルジアゼパム ジアゼパム
(QTOF の MS モード)
0024 0.5 – –
0062 35.8 – –
0083 3.6 – –
0476 62.7 – –
0531 70.9 – –
0580 1.3 – –

図 33.  アルプラゾラム、ノルジアゼパム、ジアゼパン (5 ng/mL) からなる DUID 検査分析用低濃度キャリブレータの EIC (± 10 ppm)

アルプラゾラム

アルプラゾラム- d5

ジアゼパム- d5

ジアゼパム

ノルジアゼパム- d5

ノルジアゼパム
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図 34. 5 〜 500 ng/mL の濃度範囲を超えた DUID 検査分析対象アルプラゾラム、ノルジアゼパム、およびジアゼパムの検量線

ノルジアゼパムアルプラゾラム

ジアゼパム

R2 > 0.998
5 〜 500 ng/mL

R2 > 0.963
5 〜 500 ng/mL

R2 > 0.998
5 〜 500 ng/mL

除外された
外れ値
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TOF の場合と同様、サンプルの同定は使用機器の質量精度に大
きく依存しているため、分子式を完全には絞り込めない場合も
多く、分子量の僅かに異なる化学式が、1 つ、または 2 つ最後
まで候補として残されることもあります。同位体分布や窒素
ルールも大きな影響を与えます。たとえば、窒素ルールによれ
ば、分子量が偶数のプロトンは、奇数個の窒素原子を含む構造
でなければなりません。同位体分布は分子内の同位体の自然存
在比によって決まります。化合物の存在を確認する際には、こ
うした要因がすべて重要な意味を持ちます。

図 36 は、化学式に基づいたコカエチレンの確認に分子式判定
プログラムというデータ処理ソフトウェアのアルゴリズムを
使用した例です。質量精度、同位体分布、窒素ルールのいず
れに関する考慮が欠けても、このプログラムで C18H23NO4 と
いう化学式に基づいたコカエチレンを確認することはできま
せん。

唯一の問題は、1 つの化学式が何通りかの構造をとることがあ
るということです。このため、存在の予想される化合物の標準
物質を購入し、同じ LC 条件で分析してリテンションタイムが
一致するかどうかを調べるというのが一般的なやり方です。

リテンションタイムの確認に加えて、精密な質量の MS/MS 測
定を行えば、構造の特定の確度が上がります。こうした実験で
は、プロダクトイオンの化学式を調べ、その上で、どのプリ
カーサイオンがそのプロダクトイオンの生成に最も有用である
かを決定することができます。

QTOF の MS モード (つまり、TOF MS モード) の質量精度は、
TOF と同じで、2 ppm 未満です。MS/MS レベルでは、通常、質
量精度は 5 ppm 未満です。図 37 は、コカインの精密な MS/MS
スペクトルを示したものです。候補として表示されている構造
と比較してみると、MS/MS スペクトル内の各ピークは良好な
精密質量 (分子量) を示しています。この図に示されている各プ
ロダクトイオン構造は、 1998 年発行の『 Journal of Mass
Spectrometry』の記事 [4] に記載されていたものです。m/z
121.05058 という低質量リファレンスイオンよりも下の質量範
囲では質量誤差が 5 ppm を超えます。これは、リファレンスイ
オンの質量範囲から外れているということ以外に、S/N にも原
因があります。つまり、バックグラウンドノイズから分析対象
物のシグナルを拾い出しているということです。さらに、精密
質量 (分子量の正確な値) が誤差計算の分母になるため、精密質
量 (分子量) が小さくなるほど、質量誤差は大きくなります。

図 35. DUID 検査ケースサンプル 0024 に関するアルプラゾラムの定量結果 (0.5 ng/mL)。ノルジアゼパムとジアゼパンは検出不能。

アルプラゾラム

アルプラゾラム-d5 内部標準

ジアゼパム-d5 内部標準

ジアゼパム

ノルジアゼパム-d5

ノルジアゼパム
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図 36. 分子式判定プログラムによるコカエチレンの特定

図 37. コカインに標的を絞った MS/MS
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結論

本調査で使用したすべての装置で、最低濃度のキャリブレータ
レベルですべての分析対象物質を検出できました。定量につい
ては、結果に示したとおり、QQQ が最も優れた性能を示し、そ
れに次ぐ装置が SQ でした。どちらも低濃度で良好な再現性が
あり、それは QQQ では特に顕著でした。この種の分析に QQQ
を使用する利点には、SQ と比較してサンプル前処理の手間が
省けるということも挙げられます。SQ で最も感度の良い動作
モードは SIM であり、QQQ の場合は MRM がそれに当たりま
す。どちらの装置も毒物検査で主定量機として使用します。

感度はイオントラップ、フルスキャン MS/MS と MS3 モード
で高い値を示しましたが、共溶出干渉物の影響を受けやすく、
必ずしも定量用途での最適な選択肢にはなりません。定量の再
現性を確保するためには、通常、10 秒というオーダのピーク幅
が必要とされます。このピーク幅は、本調査で最新式のサブ 2
ミクロン高速分離 LC 装置とカラムを使用して取り込んだピー
ク幅の 2 倍を超える長さです。

TOF と QTOF は、それぞれ MS モードと MS/MS モードにおい
て EIC の幅を絞るという形で定量感度を上げることのできる装
置です。ただし、本調査では、QTOF での定量を MS モードで
行いました。MS モードには多くのアプリケーションで
MS/MS モードに劣らぬ感度があることがわかりました。これ
はおそらく、このモードの分解能によって目的の分析対象物が
共溶出干渉物から上手に切り分けられる結果と考えられます。

化合物の同定を目的とした定性作業の場合、MS/MS と MS3
モードの感度に優れたイオントラップが、ライブラリを利用し
た化合物の同定において良好な結果を示しました。たとえば、
メタドンのサンプルからセルトラリンが発見されました。同定
作業におけるフルスキャン・スペクトルライブラリの利用は、
GC/MS における NIST ベースライブラリの検索に似通ったもの
です。

TOF および QTOF 機器は、ライブラリにない化合物を同定する
ためにフルスキャンの MS や MS/MS モードの精密質量を使用
します。実際、どちらの機器による化合物同定にも、化合物名

や、化学式、精密質量、および (もし判明していれば) リテン
ションタイムからなる精密質量データベースを使用することが
できます。しかし、本調査では分析の対象となる化合物群がす
でに分かっていたため、こうしたデータベースは不要でした。

MS と MS/MS の両レベルの質量精度を持つ QTOF は未知化合物
を分析する際の最終的な装置です。MS レベルで化学式を決定
しても、化合物の分子構造は必ずしも 1 つに決まるわけではあ
りません。イオントラップと同様、QTOF はフルスキャン
MS/MS のプロダクトイオンスペクトルを作成することによっ
て化合物構造のフィンガープリントを作成します。選択
MS/MS レベルの精密質量は、各フラグメントの化学式、つま
り、プロダクトイオンとニュートラルロスの両方の化学式を決
定し、どの下位構造から遡ってゆけば特定の化合物の同定にた
どりつけるかを示します。

どのタイプの分析計も、メソッド開発の手間は最小限に抑えら
れています。QQQ では、フラグメンターやコリジョンエネル
ギーの設定をそれぞれの MRM 遷移に合わせて最適化する必要
がありますが、イオン源の設定値は LC の流量に基づいて自動的
に決定されます。また、イオン送給光学系や質量分析計の電圧
値はすべて自動調整/較正プログラムによって自動的に最適化さ
れます。
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