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【総説】

Ⅰ．はじめに

　今日，幼児および高齢者における誤飲・誤食・誤
薬など不慮の事故が多発し，医薬品の個人輸入によ
る重篤な健康被害も急増している．また，覚せい剤・
麻薬・向精神薬などの乱用や自殺目的でのこれらの
薬物の過剰摂取に伴う中毒事故は，依然として大き
な社会問題となっている．臨床における救急救命な
らびに法医学における司法解剖何れの実務において，
中毒死或いは中毒の原因物質を簡便・迅速かつ確実
に同定することが強く求められている．しかし，薬
毒物同定分析に必要不可欠である試料前処理法はい
まだ繁雑な従来法に依存し，環境性を含めて効率性
および再現性などの欠点が多く存在し，高感度分析
の同定において正確性・信頼性を低下させているの
が現状で，改善が急務である．2010年には日本臨床
救急医学会より救急認定薬剤師制度がスタートした
が，実施可能な分析はスクリーニングのトライエージ

（Triage）DOA®または簡易分析のクロマトグラフィー
（HPLC）が一般的で，一部では先進的なガスクロマ
トグラフィー（Gas chromatography；GC）/質量分
析（Mass spectrometry；MS），HPLC/タンデム質量
分 析（Tandem mass spectrometer；MS/MS） も 用
いられている．しかし，トライエージDOA®は感度が
低いだけでなく，偽陰性・偽陽性が常に存在し，確実
な薬毒物同定は不可能である．また，従来のGC-MS，
HPLC/MS/MS分析には同定用標準物質が必須条件
で，同定用標準物質が入手できない薬毒物については
確実な同定が困難である大きな欠点として指摘されて
いる．さらには，危険ドラッグのような違法薬物は法
の規制を逃れるため，新規構造類似化合物が次々と流
通・乱用され，標準物質の入手はほぼ不可能なのが実
情である．
　そこで，上記のような欠点を改善すべく開発された

「新しいSPE技術であるモノリス型スピンチップ固相
抽出」および「高精度・高感度な検出・同定UPLC/
Q Tof-MS法」について概括するとともに，人体試料
を用いた薬毒物分析への臨床応用を我々の経験を交え
ながら紹介する1，2）．

要　　旨
　新開発したモノリス型固相抽出スピンチップ（Monolithic Solid Phase Extraction SpinTip）による簡便・迅速な抽出と
超高速液体クロマトグラフィー／ハイブリッド四重極飛行時間型質量分析法（Ultra-performance Liquid Chromatography/
Quadrupole Time of Flight-Mass Spectrometry; UPLC/Q Tof-MS）による高精度・高感度分析は，人体試料中微量薬毒
物の新しい分析システムとして，救急救命における薬毒物検査ならびに臨床治療薬物血中濃度モニタリング（Therapeutic 
drug monitoring；TDM）実務への応用が期待される．

キーワード：薬毒物，TDM，人体試料，UPLC/Q Tof-MS，高精度・高感度
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Ⅱ．�新開発法1．モノリス型固相抽出スピンチップ
試料前処理法

　試料前処理に用いられているSPEカートリッジは，
従来からのシリカ系固相粒子充填型とポリマー系固相
粒子充填型が主流となっている．しかし，カートリッ
ジの活性化，平衡化および溶出の各ステップに多量
有機溶媒の使用，煩雑な操作，更には目詰まりも問
題点として指摘されている3-5）．2004年にシリカモノ
リスゲルと呼ばれる全く新しい固相を充填したSPE
装置が登場した6）．モノリス（monolith）とは，単一

（mono）の石（lith）という意味で，シリカモノリス
ゲルは三次元網目構造の骨組み部分とそれ以外の空隙
が一体型となったシリカゲルの共連続構造物で，粗い
目のスポンジのようなスカスカな構造に似ている（図
1）．共連続構造物の空隙部分はスルーポア（あるい
はマクロポア）と呼ばれ，液体の流路のようになって
いる．シリカモノリスは，ケイ酸エチルから合成され
た均一な連続孔を有する一体型のシリカゲルで，粒子
とは異なり分離剤がディスク状に成型されている．シ
リカモノリスは貫通孔となるスルーポアと骨格表面に
ある微細な孔のメソポアを持つため，高い通液性と大

きな表面積を有する．さらに，分離剤のボリュームも
小さくすることが可能なため，溶液通過時にカラム内
に液残りが生じにくく，試料液回収時に微量溶出も可
能である．この様に，高い通液性を有しているにもか
かわらず，高い捕集率と優れた吸脱着特性を有した分
離媒体として注目されている．
　シリカモノリスゲルはSPE法への応用として，ジー
エルサイエンス社（東京）からチップ型およびスピ
ンカラム型が発売されている（図 2）．ピペットチッ
プあるいはスピンカラムの先端部分には数ミリグラ
ムの小さなシリカモノリスゲルが固定されており，こ
の部分で抽出が行われる．化学結合基としては逆相
系，順相系，イオン交換系等がある．固相粒子を充填
したスピンカラムは，ハーバード／アミカ（Harvard 
Amika）社（米国）やビバサイエンス（Vivascience）
社（ドイツ）等から発売されている．しかし，シリカ
モノリス固相を充填したスピンカラムは，ジーエルサ
イエンス社のMonoSpinのみである（図 2）．我々は
従来から少量，または微量の生体試料からでも薬毒物
の同定解析が可能な分析システムを開発してきた7-11）．
そこで，従来あるプロテオーム解析の用途に限定され
ていたがピペットチップ型SPE装置にもオクタデシル

図１　�モノリス型固相抽出スピンチップとシリカモノリスゲルの走査型電子顕微鏡写真（灰白色に見えるネットワーク状の構造がシリカ骨格
で，散在する黒色の空洞部分がスルーポアである）
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基やイオン交換基等でシラノール基を化学修飾したモ
ノリス固相を充填していることに着目し，モノリス型
SPEスピンチップを利用した人体試料からの薬毒物の
抽出法を考案した1，2）．現在は，モノリス型SPEスピ
ンチップとして製品化予定されている（ジーエルサイ
エンス社）．

　モノリス型SPEスピンチップよる抽出操作法は，
従来のカートリッジSPE法と同じく，コンディショ
ニング，試料負荷，洗浄，溶出の順序で行われる（図
3）.しかし，試料や溶媒の固相への通液は，全て遠
心下において行われるところがカートリッジSPE法
と唯一異なる点である．試料液や溶媒の固相への通液

図２　市販シリカモノリスゲルはSPE装置（ジーエルサイエンス社）

図３　モノリス型SPEスピンチップによるヒト血漿および尿中フルニトラゼパムと代謝物の抽出操作法
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は遠心力を利用して行われる（図 3）．スピンカラム
を遠心機のローターにセットした後コンディショニン
グ，試料負荷，洗浄および溶出の全ての操作を遠心下
で行え，目詰まりの発生がほとんどなく，人的要因の
影響は少なく，サンプル間のバラッキも少ない．簡
便・迅速な実用性のある試料前処理法と言える．しか
も，通常の遠心機ローターでも多検体（6 ～ 12）同時
にセットしたままでコンディショニングから溶出まで
の一連の操作が行うことができる．
　モノリス型SPEスピンチップ法を効率良く行うに
は，固相官能基にマッチした試料の調整（特にpH調
整）が必要である．同時に，試料負荷時の遠心・通
液もスムーズに行われなければならない．一般に血
液中の薬毒物分析では全血，血漿，血清および尿等
が用いられるが，そのままの状態で抽出を行うと血
球成分や固形成分によってシリカモノリスゲルの目
詰まり（clogging）を起こしてしまう．同様の現象は
カートリッジSPE法でも生じるが，その解決方法と
して試料液の遠心分離やフィルター処理等が行われ
る．また，試料液の粘性が高く通液抵抗が高い場合
は，蒸留水や緩衝液による希釈が有効である．モノリ
ス型SPEスピンチップの場合は，シリカモノリスゲ
ルのスルーポア径とメソポア径の大きさを調節するこ
とによって，目詰まりや通液抵抗の問題点を解決す
ることができる．例えば，通常のピペットチップ型
SPE （200 µL容量）ではスルーポア径は10 ～ 20 µm
に，メソポア径は20 nmに設定されている．しかし，
我々はスルーポア径を15 ～ 25 µmに広げて通液抵抗
を下げ，逆にメソポアの孔径を15 nmに狭めて低分
子対象物の選択的捕捉を高めた改良型ピペットチッ
プ型SPEをジーエルサイエンス社と共同で開発した．
これによって全血，血漿，血清を用いた試料の通液が
適度な速度でスムーズに行うことができるようになっ
た．
　モノリス型SPEスピンチップの薬毒物分析への応
用例としては，ヒト血漿および尿中のバルビツール酸
系薬物およびその代謝物1），ヒト血漿および尿中のフ
ルニトラゼパムおよびその代謝物2）．
　図3ヒト血漿および尿中フルニトラゼパムと代謝物
のモノリス型SPEスピンチップ法による抽出操作法
を示す2）．昭和大学医学部人を対象とする研究等に関
する倫理委員会の承認（No.861）を受けた後，ボラン
ティアによる治療用量（1 mg）のフルニトラゼパム

（の投与試験を行った．全血および尿サンプルの採取

は0，0.5，1，2，8，10，12，24，48と60時間計10ポ
イントのTDMを行った．採取した全血は直ちに４℃
で遠心分離を行い，得られた血漿が分析試料とした．
また，同時に採取した尿試料はそのまま用いた．試料
の調製としては，ヒト血漿20 µLまたは尿100 µLに
2種類の薬物および高精度・高感度定量分析に必要な
内部標準物質を添加した後，1M塩酸10 µLを混和し，
超純水で全量を200 µLとした．モノリス型SPEスピ
ンチップには，メタノール，蒸留水（スピンチップの
前処理），体液試料（試料負荷），蒸留水（チップの洗
浄）の順序で各溶液をロードし，各ステップは1000 g
で15秒の遠心操作を行った．最後にメタノール50 µL
による遠心溶出を行い，その溶出液5-µlをUPLC/Q 
Tof-MS装置に直接注入して分析を行った．モノリス
型SPEスピンチップによって 3 分以内に固相抽出操
作が完了し，血漿および尿中からはそれぞれ4分以内
に感度良く検出された．血漿または尿において，内部
標準法を用いて作成した検量線は0.4 ～ 500 ng/mLの
範囲でそれぞれ良好な直線性を示し，回収率は94 ～
104％であった。フルニトラゼパム 1mgを服用したボ
ランティアの血漿および尿中から，未変化体フルニト
ラゼパムおよび代謝物である7-アミノフルニトラゼ
パムがそれぞれ感度良く同定・定量された．さらに，
尿中からは3-ヒドロキシフルニトラゼパム，7-アセ
トアミドフルニトラゼパムおよび7-アセトアミド-3-
ヒドロキシフルニトラゼパムも検出され，それぞれ精
密質量同位体マススペクトルによる元素組成解析が
可能であった（図 4，5）．また，TDM分析では，未
変化体のフルニトラゼパムは血漿中において12時間
まで，尿中には 2 時間と迅速の代謝を示した．一方，
主代謝物である 7-アミノフルニトラゼパムは血漿中
で12時間，尿中には60時間までの長い代謝・排泄の
TDMが可能であった（図 6）．本法の臨床における薬
物TDMの実用性，また，フルニトラゼパム混入によ
る性犯罪捜査にも寄与できることを示唆した．
　モノリス型SPEスピンチップ法の利点として以下
の点が挙げられる．
①操作が簡便・迅速である．本法は従来のカートリッ
ジSPE法と比較して概ね 1/3 以下の時間で抽出が完
了する．これは遠心機にSEPスピンチップをセット
したままで，コンディショニングから溶出までの抽出
操作を連続的に実施できることが最大の理由である．
②使用するサンプル量と溶媒量が少ない．スピン
SPEチップ内に充填されているシリカモノリスゲル
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は数ミリグラムで，使用する試料と溶媒の少量化が可
能である．図 3 で示した．
　ヒト血漿および尿の抽出では，血液試料が20 µL,尿
試料が100 µL 蒸留水とHCl溶液が合計で200 µL, メ
タノールは150 µLを使用するだけである．臨床応用
の際には新たな採血必要性も無く，一般臨床検査とし
て行われる採血の残りでも本法による薬物の抽出が可
能で，患者の負担軽減にも貢献ができる．

③溶出液がきれい．一般にシリカゲル粒子はアルカリ
耐性が低く，カートリッジSPE法の場合には壊れた
シリカゲル微粒子がカートリッジから露出して溶出液
に混入することがある．その結果，HPLC/MSでは分
析カラムの目詰まりやインターフェースの汚染につな
がってしまう．一方，スピンSPEチップに充填され
ているシリカモノリスゲルは極微量で，しかも構造的
にシリカゲル粒子より強固で壊れにくく，分析機器の

図４　�モノリス型SPEスピンチップを用いて抽出したフルニトラゼパム（1mg）の経口投与2時間後の血漿中フルニトラゼパムと代謝物の
UPLC/Q ToF-MSクロマトグラムおよび元素組成のスペクトル「20μLの血漿に対して，2種類のISを各々1ngずつ添加して抽出を
行った（文献2より一部改め引用）」

図５　�モノリス型SPEスピンチップを用いて抽出したフルニトラゼパム（1mg）の経口投与12時間後の尿中フルニトラゼパムと代謝物の
UPLC/Q ToF-MSクロマトグラムおよび元素組成のスペクトル「100μLの尿に対して，2種類のISを各々1ngずつ添加して抽出を
行った（文献2より一部改め引用）」
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汚染が非常に少ない．
④多検体処理ができる．スピンSPEチップは，一般
実験室ある遠心機ローターを利用するので，最低でも
6 ～ 12検体の同時抽出ができる．

Ⅲ．�新開発法2．UPLC/Q Tof-MSによる高精度・
高感度分析法

　人体試料からの薬毒物分析には，従来，スクリー
ニングのSIGNIFYTM ERまたは簡易分析のロマト
グラフィー（HPLC）が主に用いられてきたが，近
年，GC-MS/選択イオンモニタリング（Selective Ion 
Monitoring；SIM），あるいはHPLC-MS/MSによる選
択反応モニタリング（selected reaction monitoring；
SRM）測定を用いた手法が報告されている14-18）．これ
らの手法は，クロマトグラフィーにおける分離が不充
分であっても互いに影響を受けることなく高選択的に
測定ができるといった利点があるが，一方で，①全て
の測定対象化合物に対して個別にSIMあるいはSRM
条件を設定する必要がありメソッド開発が難しい．②
事前に標準物質を用いてSIMあるいはSRM条件を設
定していない化合物の測定ができないと大きな欠点も
あった12-15）．しかし，近年，LCに接続される質量分
析計としては，タンデム四重極型質量分析計のほか
に，Q TOF-MSも開発された．Q TOF-MSは，四重
極型質量分析計とTOF-MSが組み合わさったハイブ
リッド質量分析計であり（図 7），プロダクトイオン
等の精密質量を測定できるため，分子の組成や構造推
定等の定性分析に主に用いられ，タンデム四重極型質

図７　UPLC/Q Tof-MS分析の概念図

図６　�フルニトラゼパム（1mg）の経口投与ボランティアの血液お
よび尿におけるTDM「20μLの血漿および100μL尿に対
して，2種類のISを各々1ngずつ添加して抽出を行った（文
献2より一部改め引用）」
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量分析計と比較して定量性やダイナミックレンジ等が
劣るとの理由から，従来，定量分析にはあまり利用さ
れてこなかった．しかしながら，近年の装置性能の向
上に加えて，Q TOF-MSによる全イオンモニタリン
グ（The total ion monitoring； TIM）測定には，①
化合物毎の測定条件の設定が不要である，②標準物質
を必要とせず網羅的な分析（ノンターゲット分析）も
可能である，取得した精密質量データについて統計学
的解析を行うことより薬毒物の未変化体や代謝物の情
報を割り出し，確実な高精度同定が可能であるという
利点がある．さらに，定量分析にも利用されるように
なってきているため，薬毒物など低分子分析への応用
も報告されている1, 2, 16-18）．

Ⅳ．まとめ

　新しいモノリス型SPEスピンチップによる簡便・
迅速な前処理と標準物質を必要とせず精密質量デー
タを取得可能なUPLC/Q Tof-MS分析法との組み合わ
せは，これまで指摘されている欠点を改善し，人体試
料中薬毒物について簡便・迅速，高精度かつ高感度な
分析ができると分析システムである．本稿で紹介し
た最新のモノリス型SPEスピンチップ法は，次世代
のSPE技術として，ハイスループット分析の一翼を
担って行くものと考える．救命救急実務への応用のみ
ならず，法医学領域，食品衛生，環境などの分析への
波及効果も期待できる．
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Development and clinical application of high-resolution and high-
precision UPLC/Q TOF-MS analysis system
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Abstract
	 The extractive pretreatments are critical for making successful mass spectrometric analysis of target compounds in human 
specimens. A solid-phase extraction (SPE) technique based on porous silica monoliths is a new approach for the extractive 
pretreatments of drugs and toxic compounds. In this review, the clinical therapeutic drug monitoring (TDM) with use a 
high-resolution and high-precision method by a new monolithic C18 gel-packed spin tip and ultra-performance liquid 
chromatography (UPLC)-quadrupole-time of flight (Q-ToF) mass spectrometry (MS) is introduced. This new method could 
be applied widely in the clinical and forensic fields for the quantitative determination of drugs and metabolites.

Key words：�Drugs and poisons, Therapeutic drug monitoring (TDM)，Human samples, UPLC/Q Tof-MS, 
High-resolution and high-precision


