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概要

EI-MS/MS を用いた Agilent 220 イオントラップをベースに、生体サンプル中のプロポ

フォールの同定および定量メソッドを開発しました。プロポフォールのメソッド直線性が

0.1～2.0 µg/mL という対応範囲になっています。プロポフォールの分析では、サンプルマト

リックスの干渉の低減、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、GC イオントラップ MS/MS により多くの利点が得られます。

はじめに

プロポフォールは、全身麻酔の導入にしばしば用いられる睡眠鎮静麻酔薬です。麻酔導入
に一般的に用いられる投与量は約 2～2.5 mg/kg で、麻酔を維持するためには約
0.2 mg/kg/hr の注入が必要です。

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 1.0 mL
です。

生体サンプルを塩基性 pH にまでアルカリ化したのち、ヘプタンで抽出し、サンプルから
プロポフォールを分離しました。
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実験手法

標準と試薬
試薬 - ヘプタンおよび水酸化アンモニウム – 試薬グレード。

標準 - プロポフォール (P-076 1 mg/mL) およびプロポフォール
d-17 (P-077 100 µg/mL) 内部標準を Cerilliant から購入。

プロポフォール QC 標準原液 - (1 g - MP Biomedical) を用いて、
メタノール中で 1 mg/mL の分析用 QC 標準原液を作成。

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。5 N
NaOH または 10 % リン酸を滴下し、pH を 9.8 に調整)。

その後、分析用標準を作成しました。

プロポフォール- 10 µg/mL (容量フラスコ中で Cerilliant 原液
0.1 mL をメタノールで 10 mL に希釈)。

プロポフォール d-17 -10 µg/mL (容量フラスコ中で Cerilliant 原液
1.0 mL をメタノールで 10 mL に希釈)。

プロポフォール分析用 QC 標準 -10 µg/mL (容量フラスコ中で
MP Biomedical 分析用 QC 原液 0.1 mL をメタノールで 10 mL に
希釈)。

すべての標準を、2 年間安定を保てる 2～8 °C で保管しました。

コントロールおよびキャリブレーション用標準
ネガティブコントロール - 薬物の含まれない全血を米国赤十字から
入手し、生理食塩水 (0.9 %) で 1:2 に希釈し、–20 °C で保管。
1 年間安定。

ローコントロール - (0.25 µg/mL) 16 × 100 mm スクリューキャッ
プ培養試験管中で、分析用プロポフォール QC 標準 (10 µg/mL)
25 µL を 975 µL ブランク血液に添加。

ハイコントロール 1 - (0.75 µg/mL) 16 × 100 mm スクリューキャッ
プ培養試験管中で、分析用プロポフォール QC 標準 (10 µg/mL)
75 µL を 925 µL ブランク血液に添加。

ハイコントロール 2 - (1.5 µg/mL) 16 × 100 mm スクリューキャッ
プ培養試験管中で、分析用プロポフォール QC 標準 (10 µg/mL)
150 µL を 850 µL ブランク血液に添加。

サンプル前処理
1.    16 × 100 mm 培養試験管中で分析用標準および薬物の含まれ

ない血液を以下のように用いて、検量線を作成しました。

•  0.1 μg/mL-10 μL 標準および 990 µL 血液

•  0.2 μg/mL-20 μL 標準および 980 µL 血液

•  0.5 μg/mL-50 μL 標準および 950 µL 血液

•  1.0 μg/mL-100 μL 標準および 900 µL 血液

•  2.0 μg/mL-200 μL 標準および 800 µL 血液

2.    ピペットを用いて、サンプル、ネガティブコントロール、
ポジティブコントロール 1 mL を、ラベルを貼った 16 ×
100 mm スクリューキャップ培養試験管に入れます。

3.    各試験管に分析用内部標準 100 µL を追加します。

4.    pH 9.8 バッファ 2 mL を加え、ヘプタン 0.5 mL を加えます。

5.    ふたをしてボルテックス撹拌します (約 15 秒)。

6.    15 分間回転させ、3,000 rpm で 10 分以上遠心分離します。

7.    ヘプタン層約 200 µL を、300 µL インサートを備えた ALS バ
イアルに移します。

8.    キャップをしめ、GC/MS へ移して分析します。

カラム Restek Rxi-5ms または相当品の
25 m × 200 µm、0.33 µm

注入量 2 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 分維持
25 °C/min で 70～310 °C、4.4 分維持

チューン オートチューン
採取 EI-MS/MS スキャン 60–180 da
溶媒ディレイ 5.0 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

GC/MS イオントラップ分析

イオントラップ MS 条件
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結果と考察

以下の基準を用いて、プロポフォール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。

• 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プロポフォール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。

メソッド下限
定量分析には、プロポフォールおよび内部標準の定量イオンの面
積を使用しました。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。ポジティ
ブコントロールはターゲット範囲内でなければならず、ネガティ
ブコントロールについてはプロポフォールが存在しない必要があ
ります。

直線性 0.1～2.0 µg/mL
検出下限 (LOD) 0.05 µg/mL
定量下限 (LOQ) 0.10 µg/mL

キャリーオーバー 濃度 2.0 µg/mL 測定後は
キャリーオーバーは観察されず

干渉 観察されず

0

y = 0.921787*x + 0.054756
R2 = 0.99941529
タイプ: 直線、オリジン: 含む、重量: 1/x

プロポフォール - 5 レベル、5 レベル使用、5 ポイント、5 ポイント使用、0 QC
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化合物 Rt (分) プレカーサ 定量イオン クォリファイア 励起電圧 フィラメント マルチプライア ターゲット

プロポフォール 6.007 163 121 107/135 0.31 V 50 µA +50 V 3,000
プロポフォール d-17 5.944 177 129 113/145 0.37 V 50 µA +50 V 3,000

プロポフォールキャリブレーション

低濃度標準 0.1 µg/mL
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結論

このアプリケーションノートでは、プロポフォール d-17 を内部標
準として用いて、生体サンプル中のプロポフォールを測定する、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。プロポ
フォールの分析では、GC イオントラップ MS/MS 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、プロポフォール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、現代の法医学ラボが直
面しているプロポフォール分析に伴う既存の問題を解消するこ
とが可能です。3 つのポジティブコントロールとネガティブコン
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
マトリックスにおいて、低 µg/mL 域の検出下限が得られました。
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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。

バッチの結果


