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概要

液体クロマトグラフィー /四重極飛行時間型質量分析（LC/Q-TOF）とトリプル四重極質量分析（LC-
QQQ）を組み合わせて使用し、全血中の 102 種類の薬物をスクリーニング、同定、定量するための包
括的なワークフローを開発して検証しました。対象とする薬物は、15 クラスで構成される 66 種類の依
存性薬物とその代謝物の一部、および 12 クラスで構成される 36 種類の医薬品です。カートリッジ内タ
ンパク処理（PPT）抽出を用いてサンプルを前処理した後、Agilent Captiva EMR-Lipid クリーンアッ
プを実施しました。抽出したサンプルは、分析の目的に応じて LC/Q-TOF でスクリーニングおよび同定
するか、LC-QQQ で定量しました。Agilent All Ions MS/MS（データ独立型取り込み）と化合物データ
ベースを組み合わせて、10 および 50 ng/mL で薬物を添加した全血サンプルに対してサスペクトスク
リーニングを実施しました。検証したスクリーニングメソッドでは、10 および 50 ng/mL において 102 
種類の薬物を 100 % スクリーニングすることが可能です。このワークフローでは、70 ～ 120 % の回
収率枠内で 95 % の分析対象物、相対標準偏差（RSD）< 20 % で 98 % の分析対象物、および 60 ～ 
130 % のマトリックス効果枠内で 93 % の分析対象物が定量されるという優れた結果が得られていま
す。定量メソッドは真度および精度分析によって検証されました。大部分の分析対象物で全スパイク濃
度において優れた真度（100 ±20 %）および精度（RSD < 20 %）を示し、全血の定量下限（LOQ）
は 0.5 ～ 5 ng/mL の範囲であり、検量線の直線性は R2 > 0.99 を示しました。 

LC/Q-TOF および LC-QQQ による 
ヒト全血中の薬物 102 種類のスクリーニング、
同定、および定量
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はじめに

法中毒学においては、生体検体中の依存性薬
物（DoA）および誤用されている処方薬の迅
速かつ確実なスクリーニングおよび定量への
需要が着実に増大しています。これは、依存
性薬物数が増え、同時に分析対象のサンプル
数も増加しているためです。従来、スクリーニ
ングや同定のために最適なサンプルは尿でし
た。しかし、依存性薬物の代謝物を追加で同
定しなければならず、さらには代謝物のみの
同定も必要となったことから、スクリーニング
と定量試験の複雑さと不確実性が増大してい
ました。そのため、毒物分析においては、全血
中の DoA のスクリーニングと定量が重要であ
り、必須となっています。

法中毒学では、幅広い生体サンプルに対して 
LC/Q-TOF や LC-QQQ などの LC/MS 技術
が、有望な手法として盛んに使用されてきまし
た。1この技術が幅広く受け入れられているの
は、誘導体化しなくてもサンプル前処理が容
易であり、分析時間が短いという大きなメリッ
トがあるためです。現在、依存性薬物の定量
分析では、主に LC-QQQ とマルチプルリアク
ションモニタリング（MRM）が採用されてい
ます。2 ～ 4MRM はサスペクト化合物の定量分
析の手法ですが、薬物のスクリーニングに対し
ては限界があります。法中毒学のハイスルー
プットスクリーニングで新たに注目を集めてい
る手法は、TOF-MS のような高分解能質量分
析です。5、6質量精度が高いため、薬物化合物
の同定で正確なモノアイソトピック質量と同位
体比が使用できます。サスペクトスクリーニン
グで使用できるのは、質量および同位体の精
密なパターンマッチングが可能な毒性サンプ
ルの TOF-MS 分析のみです。フラグメントイ
オン情報を追加することにより、さらに偽陽性
を防止し、スクリーニングの真度を向上させる
ことができます。最近では、QTOF-MS による
スクリーニングと同定の統合に関する調査も
実施されています。7 ～ 9 

Agilent Captiva EMR-Lipid 充填剤は、法医
学試験アプリケーションの複雑な生体マトリッ
クスに対して、効率的で選択的なクリーンアッ
プを実施できることがわかっています。9 ～ 14 

SPE カートリッジ/プレートフォーマットに充填
された EMR-Lipid 充填剤を使用すれば、充
填剤にサンプルを通すだけでクリーンアップす
ることができます。この研究では、ヒト全血中
の 100 種類を超える依存性薬物および誤用
されている処方薬のスクリーニング、同定、定
量に対する包括的なワークフローについて調
査しました。サンプルをカートリッジ内タンパ
ク処理によって前処理した後、Captiva EMR-
Lipid カートリッジクリーンアップを実施しま
した。次に、前処理したマトリックスサンプル
を LC/Q-TOF でスクリーニングおよび同定す
るか、LC-QQQ で同定し正確に定量しました。
表 1 に、LC-QQQ で 試験した薬物とその化学
分類、リテンションタイム、および MRM パラ
メータを示します。 

実験方法

試薬
分析対象物と同位体標識内部標準（IS）はす
べて、Sigma-Aldrich（セントルイス、ミズー
リ州、米国）および Agilent Technologies（サ
ンタクララ、カリフォルニア州、米国）から、混
合標準原液、個別原液、または標準粉末とし
て購入しました。その他の試薬と溶媒はすべ
て、LC/MS、HPLC、または分析グレードのも
のを使用しました。アセトニトリル（ACN）お
よびメタノール（MeOH）は Honeywell（マ
スキーゴン、ミシガン州、米国）から購入しま
した。試薬グレードのギ酸（FA）は Agilent 
Technologies から 入 手 しました（p/n 
G2453-85060）。酢酸アンモニウムおよび水
酸化アンモニウムは Sigma-Aldrich（セント
ルイス、ミズーリ州、米国）から入手しました。
ヒト全血は、BIOIVT（ウェストベリー、ニュー
ヨーク州、米国）から購入しました。 

標準および溶液の調製
市販の個別標準原液は、MeOH または ACN 
中で 1 mg/mL または 100 µg/mL でした。
市販の混合標準原液は、MeOH または ACN 
中で 100 µg/mL または 250 µg/mL でし
た。残りの標準粉末については、MeOH 中 1 
mg/mL で原液を調製しました。原液はすべ
て、–20 ℃ の冷凍庫に保管しました。化合
物数が多いため、分析対象物 1 グループを
含んだ 6 種類の中間スパイク溶液を、1：1 
の MeOH/H2O 中 10 µg/mL で調製しまし
た。次に、すべての分析対象物を含む混合標
準スパイク溶液を、1：1 の MeOH/H2O 中 
250 ng/mL で調製しました。このスパイク
溶液を使用して、標準溶液と品質管理（QC）
サンプルを前処理しました。内部標準（IS）
スパイク溶液は、個別 IS 原液を 20/80 の 
MeOH/H2O で 1 µg/mL に希釈して作成し、
サンプルに直接スパイクするために用いまし
た。すべての標準溶液を茶色のガラス製バイ
アルに入れ、-20 ℃ の冷凍庫で 1 か月保管し
ました。

移動相 A は、0.125 % ギ酸添加 10 mM 酢
酸アンモニウム水溶液としました。移動相 B 
は、0.125 % ギ酸添加 95/5 の ACN/H2O 
の 10 mM 酢酸アンモニウム溶液としま
した。ニードル洗浄液は、1：1：1：1 の 
ACN/MeOH/IPA/H2O に 0.2 % ギ酸を加え
た溶液としました。抽出溶媒である 95/5 の 
ACN/MeOH は新たに調製し、使用するまで 
–20 ℃ の冷凍庫に保管しました。80/20 の 
ACN/H2O を、追加の溶出溶液として使用しま
した。再溶解溶液は、90/10 の 5 mM 酢酸ア
ンモニウム緩衝液/ACN（v/v）としました。 
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機器と材料
サンプル前処理に使用した機器および材料
は、次のとおりです。

 – Agilent 加圧式マニホールド SPE  
カートリッジ 48 本用（PPM-48） 
（p/n 5191-4101）

 – PPM-48 用 6 mL カートリッジラック
（p/n 5191-4103）

 – コレクションラック、13 × 100 mm 
チューブ、PPM-48 用（p/n 5191-4107）

 – Agilent Captiva EMR-Lipid 3 mL  
カートリッジ（p/n 5190-1003） 

 – Agilent Captiva フィルタバイアル、 
再生セルロース（RC）、0.2 µm 
（p/n 5191-5940）

 – マルチチューブ vortexer 
（VWR、ペンシルベニア州、米国）

 – ガラスチューブ、13 × 100 mm および 
13 × 85 mm（VWR、ペンシルバニア州、
米国）

 – エッペンドルフピペットおよびリピーター 

 – SPE TurboVap エバポレータ 

分析条件
サンプルの分析には、Agilent 1290 Infinity 
II バイナリポンプ（G4220A）、Agilent 1290 
Infinity II 高性能オートサンプラ（G4226A）、
Agilent 1290 Infinity II サーモスタットカ
ラムコンパートメント（G1316C）を搭載し
た Agilent 1290 Infinity II システムを使用
しました。この LC システムを、Agilent Jet 
Stream iFunnel エレクトロスプレーイオン
ソースを搭載した Agilent トリプル四重極 
LC/MS システム（G6490）に連結しまし
た。データの取得と分析には、MassHunter 
ワークステーションソフトウェアを用いまし
た。別の LC システムを、Jet Stream 技術
採用の ESI ソースを搭載した Agilent 6545 
LC/Q-TOF システムに連結しました。デー
タ処理は、アジレントのカスタマイズ済み
法中毒学パーソナル化合物データベース
ライブラリ（PCDL）B.07.01 に基づき、
MassHunter Quantitative Analysis ソ フ
トウェア（Q-TOF 用）バージョン 10.1 の 
Agilent SureMassdata フォーマットで実行し
ました。 

すべての定量処理に対して、ダイナミックマ
ルチプルリアクションモニタリング（dMRM）
モードでデータを取り込みました。プリカーサ
とプロダクトイオン（定量イオンと定性イオ
ン）、コリジョンエネルギー（CE）、化合物ごと
に最適化した極性を表 1 に示します。すべて

の分析対象物に対して、次の設定は同じです。
MS1 および MS2 分解能：ユニット、デルタ 
RT ウィンドウ：2 分、セル加速電圧：4 V。 

LC の分析条件

カラム
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18、100 × 2.1 mm、1.8 µm（p/n 959758-902） 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 ガード、2.1 × 5 mm、1.8 µm（p/n 821725-901） 

流量 0.4 mL/min

カラム温度 40 ℃

注入量 5 µL

移動相
A) 0.125 % ギ酸含有 10 mM 酢酸アンモニウム緩衝水溶液 
B) 0.125% ギ酸含有10mM 酢酸アンモニウム95/5 ACN/H2O 溶液

ニードル洗浄 1：1：1：1 の ACN/MeOH/IPA/H2O と 0.2 % ギ酸

ニードル高さ 3 mm

グラジエント

時間（分） %B 流量（mL/min） 
0 10 0.4 
0.5 10 0.4 
8.0 80 0.4 
8.01 100 0.5

ストップタイム 11 分

ポストタイム 2 分

QQQ の分析条件

ガス温度 220 ℃

ガス流量 18 L/min

ネブライザ 22 psi

シースガスヒーター 400 ℃

シースガス流量 12 L/min

キャピラリ 3,500 V（正）、3,500（負）

ノズル電圧 0（正）、0（負）

iFunnel パラメータ
高圧 RF：120 V（正）、110 V（負） 
低圧 RF：60 V（正）、60 V（負）

データ取り込み ダイナミックマルチプルリアクションモニタリング（dMRM） 

取り込み極性 ポジティブおよびネガティブ

Q-TOF の分析条件

ドライガス（N2）温度 250 ℃

ドライガス流量 13 L/min

ネブライザ圧力 30 psig

シースガス温度 375 ℃ 

シースガス流量 12 L/min 

ノズル電圧 0 V（ESI+ の場合）および 2,000 V（ESI– の場合）

キャピラリー電圧 3,500 V（ESI+ の場合）および 5,000 V（ESI– の場合） 

スキマ電圧 65 V

オクタポール高周波（RF） 750 V

フラグメンタ 125 V
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薬物化合物 薬物クラス RT（分） ESI 極性 プリカーサイオン

プロダクトイオン

定量イオン CE（V） 定性イオン CE（V）

エクゴニンメチルエステル

アルカロイド

0.78 陽 200.1 182.1 19 81.9 23

ストリキニーネ 3.56 陽 335.2 184.1 40 156.1 40

コカエチレン 5.00 陽 318.2 196.1 19 82.0 39

リドカイン アミノエチルアミド 3.67 陽 235.2 86.1 23 58.1 39

フェニルプロパノールアミン

アンフェタミン

1.62 陽 152.1 117.0 19 134.1 7

エフェドリン 2.18 陽 166.1 148.1 11 115.2 35

アンフェタミン 2.83 陽 136.1 91.1 20 65.0 40

MDA 3.07 陽 180.1 163.1 4 105.1 24

フェンジメトラジン 3.11 陽 192.1 115.0 35 91.0 43

メタンフェタミン 3.15 陽 150.1 91.1 20 119.1 8

MDMA 3.30 陽 194.1 163.1 8 105.1 24

ジエチルプロピオン 3.34 陽 206.2 105.0 19 77.0 55

フェンテルミン 3.40 陽 150.1 91.0 40 65.1 48

MDEA 3.65 陽 208.1 163.1 8 105.1 24

プリミドン 

抗けいれん剤

3.90 陽 219.1 162.1 11 91.0 39

カルバマゼピン 5.89 陽 237.1 194.0 23 192.1 23

シタロプラム 5.59 陽 325.2 109.1 35 262.1 23

クロルフェニラミン
抗ヒスタミン剤

4.89 陽 275.1 230.0 15 167.1 55

ジフェンヒドラミン 5.51 陽 256.2 167.1 19 165.1 51

リスペリドン
抗精神薬

4.85 陽 411.2 191.1 43 69.0 71

ケチアピン 5.42 陽 384.2 253.1 23 221.1 55

フェノバルビタール

バルビツール酸塩

4.98 陰 231.1 41.9 19 132.9 15

ブタバルビタール 5.14 陰 211.1 42.0 27 －

ブタルビタール 5.44 陽 223.1 41.9 27 180.0 11

アモバルビタール 5.97 陰 225.1 42.0 27 －

セコバルビタール 6.30 陰 237.1 42.0 19 －

7-アミノクロナゼパム

ベンゾジアゼピン

4.09 陽 286.1 121.0 31 222.1 27

クロルジアゼポキシド 5.03 陽 300.1 282.1 31 227.1 35

ミダゾラム 5.44 陽 326.1 291.1 31 223.1 47

フルラゼパム 5.47 陽 388.2 315.1 31 134.0 55

デモキセパム 5.68 陽 287.1 105.0 23 179.9 23

オキサゼパム 6.14 陽 287.1 241.1 20 104.1 40

ニトラゼパム 6.22 陽 282.1 236.1 24 180.1 40

ロラゼパム 6.30 陽 321.0 275.0 20 229.1 32

アルプラゾラム 6.35 陽 309.1 205.1 55 281.1 23

2-ヒドロキシエチルフルラゼパム 6.37 陽 333.1 109.0 39 119.0 80

クロナゼパム 6.41 陽 316.1 214.0 51 270.0 27

トリアゾラム 6.44 陽 343.1 239.1 51 308.0 31

デスアルキルフルラゼパム 6.67 陽 289.1 225.9 35 140.0 39

ノルジアゼパム 6.76 陽 271.1 140.0 31 165.1 35

テマゼパム 6.80 陽 301.2 255.1 16 177.0 44

クロバザム 6.97 陽 301.1 259.1 23 224.0 39

ジアゼパム 7.49 陽 285.1 193.1 32 154.1 24

表 1. LC-QQQ での分析対象薬物の分類とデータ取り込みメソッドのパラメータ
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薬物化合物 薬物クラス RT（分） ESI 極性 プリカーサイオン

プロダクトイオン

定量イオン CE（V） 定性イオン CE（V）

アテノロール

ベータブロッカー

1.34 陽 267.2 190.1 19 145.1 23

メトプロロール 4.13 陽 268.2 56.1 31 77.0 75

プロプラノロール 5.16 陽 260.2 56.0 31 116.1 15

ノルブプレノルフィン
ブプレノルフィン

4.78 陽 414.3 55.1 79 101.0 47

ブプレノルフィン 5.71 陽 468.3 55.1 67 100.9 47

メプロバメート
カリソプロドール

4.72 陽 219.1 158.1 7 54.9 23

カリソプロドール 6.36 陽 261.2 55.0 31 176.1 7

ベンゾイルエクゴニン
コカイン 

3.60 陽 290.1 168.1 19 77.0 71

コカイン 4.51 陽 304.2 182.1 16 82.0 48

m-ヒドロキシベンゾイルエクゴニン コカイン代謝物 3.20 陽 306.1 168.1 19 65.0 79

ゾピクロン シクロピロロン 5.47 陽 389.1 174.9 80 254.7 35

ノルフェンタニル 
フェンタニル

3.77 陽 233.2 84.1 23 55.4 43

フェンタニル 5.40 陽 337.2 188.1 23 105.1 43

ドキシラミン
ヒスタミン H1 拮抗剤

3.78 陽 271.2 182.0 19 167.0 39

ヒドロキシジン 6.10 陽 375.2 201.0 19 165.3 80

プレドニゾン ホルモン 5.41 陽 359.1 147.2 33 341.2 9

クロニジン イミダゾール 2.47 陽 230 74.0 79 72.9 80

ゾルピデム イミダゾピリジン 4.66 陽 308.2 235.5 39 65.0 80

ノルメペリジン

メペリジン

4.50 陽 234.2 160.1 15 56.1 31

メペリジン 4.55 陽 248.2 174.1 16 220.1 20

メサドン 6.38 陽 310.2 105.0 28 265.2 12

ケタミン NMDA 拮抗剤 3.74 陽 238.1 125.0 31 89.0 71

モルヒネ

麻酔薬

1.02 陽 286.2 152.1 79 153.0 47

ヒドロモルフォン 1.39 陽 286.2 184.9 31 157.1 51

ジヒドロコデイン 2.27 陽 302.2 199.1 35 128.1 79

ナロキソン 2.44 陽 328.2 310.2 19 212.2 51

コデイン 2.48 陽 300.2 128.1 60 165.1 40

6-アセチルモルフィン 3.12 陽 328.2 211.0 31 165.0 59

ヒドロコドン 3.24 陽 300.2 128.1 60 171.1 40

デキストロメトルファン 5.31 陽 272.2 171.1 47 128.1 80

EDDP 5.94 陽 278.2 234.1 35 115.0 80

オキシモルフォン
オキシコドン

1.15 陽 302.1 284.0 19 227.1 31

オキシコドン 3.01 陽 316.2 241.1 28 256.1 24

プロアジフェン P450 阻害剤 7.20 陽 354.2 91.1 40 167.1 40

PCP フェンシクリジン 5.17 陽 244.2 91.1 36 86.2 8

アセプロマジン

フェノチアジン

5.78 陽 327.2 86.0 21 58.0 45

プロメタジン 5.85 陽 285.1 71.0 47 86.0 19

クロルプロマジン 6.57 陽 319.1 58.1 45 86.0 21

リタリン酸 フェニル酢酸 3.44 陽 220.1 84.0 31 56.1 59

ベラパミル フェニルエチルアミン 6.26 陽 455.3 165.1 28 150.1 48

ノルプロポキシフェン
プロポキシフェン

6.15 陽 326.2 252.2 3 91.0 51

プロポキシフェン 6.29 陽 340.2 58.1 15 266.2 7

パロキセチン

選択的セロトニン 
再取り込み阻害薬

5.91 陽 330.2 70.1 31 192.1 19

フルボキサミン 6.06 陽 319.2 200.0 23 71.1 19

フルオキセチン 6.38 陽 310.1 117.0 59 91.0 80

セルトラリン 6.51 陽 306.1 159.0 31 275.0. 11
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薬物化合物 薬物クラス RT（分） ESI 極性 プリカーサイオン

プロダクトイオン

定量イオン CE（V） 定性イオン CE（V）

メチルフェニデート 刺激剤 4.21 陽 234.2 84.1 27 56.1 67

cis-トラマドール
トラマドール

4.17 陽 264.2 56.1 75 58.1 35

N-デスメチル-cis-トラマドール 4.21 陽 250.2 232.1 7 121.1 31

トラゾドン トリアゾロピリジン 4.98 陽 372.2 176.1 23 148.1 36

クロザピン

三環系 
ジベンゾジアゼピン

5.28 陽 327.1 270.1 23 192.0 55

ドキセピン 5.66 陽 280.2 107.0 27 77.0 59

ドチエピン 6.01 陽 296.2 202.0 63 222.6 31

デシプラミン 6.01 陽 267.2 72.0 19 44.1 55

シクロベンザプリン 6.12 陽 276.2 215 51 58.1 19

イミプラミン 6.13 陽 281.2 86.1 19 58.1 43

ノルトリプチリン 6.17 陽 264.2 91.0 27 105.0 23

アミトリプチリン 6.28 陽 278.2 91.0 27 105.1 35

クロミプラミン 6.73 陽 315.2 86.1 15 58.1 51

アンフェタミン-D5 2.81 陽 141.1 124.1 5 93.0 13

オキシコドン-D6 2.98 陽 322.2 304.2 19 262.0 27

ヒドロコドン-D6 3.18 陽 306.2 202.1 35 128.1 80

コカイン-D3 4.51 陽 307.2 185.1 30 82.0 48

ブタルビタール-D5 5.42 陰 228.1 42.0 23 185.0 7

アルプロゾラム-D5 6.32 陽 314.1 286.2 31 210.0 55

ジアゼパム-D3 7.45 陽 290.1 198.1 32 154.1 24

図 1. ヒト全血中に DoA 1 ng/mL で添加したヒト全血サンプルの LC-QQQ クロマトグラム（dMRM）。カートリッジ内タンパク処理とその後の Agilent Captiva EMR-Lipid  
クリーンアップによりサンプルを抽出しました。 
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図 1 に、ヒト全血抽出物中 DoA の、LOQ で
の LC/QQQ クロマトグラムを示します。 

SureMass 最適化を有効にして、高分解能
および低質量範囲のダイナミックレンジ拡
張（m/z 1,700）を同時に実現するように、
Q-TOF をチューニングしてキャリブレーショ
ンしました。サンプル中の薬物のサスペクト

スクリーニングにおいて、MS モードでのフ
ルスペクトルの All Ions MS/MS データ取り
込み（ESI+ では m/z 50 ～ 1,000、ESI- で
は m/z 40 ～ 1,000）およびスキャン速度 4 
スペクトル/秒での 4 個のスキャンセグメン
ト（コリジョンエネルギー 0、10、20、およ
び 40 V）を使用して、データ独立型取り込

み（DIA）を実行しました。精密質量測定の
イオン取得手段としては、ポジティブモード
で m/z 121.05087（プロトン化プリン）と 
922.00980 （プロトン化 HP-0921）、ネガティ
ブモードで m/z 119.03632（脱プロトン化プ
リン）と 966.00072（ギ酸イオン付加 HP-
0921）のリファレンスイオンを選択しました。
流量を 10 µL/min に設定した Agilent 1200 
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アイソクラティックポンプと 100：1 スプリッタ
を使用して、リファレンス溶液をデュアル ESI 
ソースに導入しました。

サンプル前処理
サンプルマトリックスコントロールとしてヒト全
血と K3EDTA を使用して、メソッド開発と検証
試験を実施しました。法医学ラボで使用され
る一般的なサンプルサイズに倣い、サンプル前
処理には 0.5 mL の全血を使用しました。抽
出の前に、ラベル付けしたコレクションチュー
ブを下部に取り付けた PPM-48 プロセッサに 
EMR-Lipid 3 mL カートリッジを設置しまし
た。ヒト全血を冷凍庫から取り出して、10 分
間室温に置きました。次に、コントロールの血
液サンプルに、標準および内部標準溶液を適
量スパイクしました。抽出の前に、サンプルを 
2 分間ボルテックスしました。さらに、次の手
順によりサンプルを前処理しました。

1. 0.5 mL の全血サンプルを EMR-Lipid 
カートリッジに移し、2 mL の冷却変性溶
媒である 95/5 の ACN/MeOH を添加し
ました。ここで重要なのは、変性溶媒を添
加の直前に冷凍庫から取り出すことでし
た。全血で冷却変性溶媒を使用すること
により、タンパク処理の効率が向上しまし
た。全血は非常に粘性が高く多量のタン
パク質が含まれているため、サンプルは通
常、自然落下せずカートリッジ内に保持さ
れます。 

2. サンプル混合物を 5 ～ 10 分間沈殿させ、
次に低圧（2 ～ 5 psi）を加えてサンプル
を徐々に溶出させました。ここで重要なの
は、1 滴あたり 3 ～ 5 秒になるように流
量を制御することでした。一度に複数の
カートリッジを取り扱う際には、流量が最
高レベルになるように常に圧力を調整し
て、突然高圧のスパイクが加わらないよう
に注意する必要があります。 

3. すべてのカートリッジを乾燥させた後、
80/20 の ACN/H2O 625 µL を追加して
さらに溶出させました。カートリッジ内の
液体が目視で確認できなくなるまで低圧
により流量を制御し、高圧（6 ～ 12 psi）
を加えて充填剤ベッドを完全に乾燥させま
した。 

4. コレクションチューブを取り外して、溶出
液を 10 秒間ゆるやかにボルテックスして
よく混合させました。2 mL の溶出液を別
のチューブに移して、35 ℃ で N2 乾燥さ
せました。 

5. 乾燥させたサンプルを、640 µL の再溶解
溶液に再溶解させました。サンプルを 2 
分間ボルテックスし、10 分間超音波処理
してから、RC フィルタバイアルに移してろ
過しました。その後、フィルタバイアル内の
ろ過物を注入して分析しました。 

標準溶液と QC 
全血マトリックスにスパイクした標準の影響を
最小限に抑えるために、250 ng/mL の中間
スパイク溶液を全血で調製しました。次に、こ
の中間溶液を使用して、すべての検量線標準
と QC サンプルをスパイクしました。検量線の
ダイナミックレンジは 0.5 ～ 50 ng/mL で、
含まれる濃度は 0.5、1、5、10、20、40、50 
ng/mL でした。5 種類のバルビツール酸塩薬
物については、ダイナミックレンジを 5 ～ 250 
ng/mL に調整しました。これは各濃度の 5 
倍に相当する濃度です。調整を実施したのは、
この薬物のクラスのイオン化およびフラグメン
テーションが不十分で、機器感度が低かった
ためです。また、フェンタニルのダイナミックレ
ンジは 0.05 ～ 5 ng/mL としました。これは
各濃度の 10 分の 1 に相当し、混合標準原液
中のフェンタニルの濃度が 10 分の 1 だった
ことが理由です。これらの標準溶液は、全血ブ
ランクに中間標準スパイク溶液を適量スパイ
クした後、十分ボルテックスして作成しました。 

メソッド検証試験のために、各分析対象物の
キャリブレーション範囲に応じて、プレスパ
イクした QC サンプルを分析対象物ごとに低 
QC、中 QC、高 QC 濃度で分析しました。こ
れらの QC サンプルは、サンプル全血ブランク
に中間スパイク溶液を適量スパイクすることで
作成しました。次に、適量の IS スパイク溶液
（20/80 の MeOH/H2O 中 1 µg/mL）を標
準溶液と QC サンプルにスパイクし、最終的
に全血中 50 ng/mL の IS 濃度となるように
しました。すべてのサンプルをゆるやかにボル
テックスして完全に混合させ、サンプル前処理
の準備を完了しました。 

サスペクトスクリーニングおよび同定
（LC/Q-TOF） 
開発したサンプル前処理メソッドにより、依存
性薬物標準をスパイクした全血サンプルを前
処理し、LC/Q-TOF 分析を実施しました。LC-
QQQ 定量用に前処理した QC サンプルの場
合と同じ方法で、全血ブランクをスパイクしま
した。同じ中間標準スパイク溶液により全血
マトリックスコントロールをスパイクし、10 お
よび 50 ng/mL の濃度としました。ただし、
5 種類のバルビツール系薬物では 50 およ
び 250 ng/mL、フェンタニルでは 1 および 5 
ng/mL の濃度としました。また、低濃度スク
リーニングの要件に合わせて、濃度 1 ng/mL 
の別のサンプルをスパイクし、ブプレノルフィン
用のデータを収集しました。この標準スパイク
の結果、全血サンプル中の 102 種類の薬物す
べてに対して陽性所見が得られました。次に、
スパイクしたすべてのサンプルを前述のメソッ
ドにより前処理しました。 

開発したスクリーニングメソッドを実際に検証
するために、別の科学者が全血ブランクサン
プルを前処理しました。LC/Q-TOF でサンプ
ルをスクリーニングおよび同定した科学者に
対しては、薬物数、薬物タイプ、薬物濃度など
のサンプルスパイクの情報はまったく伝えませ
んでした。これらのサンプルを未知サンプルと
して取り扱い、この未知サンプルのうち 8 種類
をコントロールブランクとともに前処理しまし
た。LC/Q-TOF でスクリーニングおよび同定し
た後、サンプルを前処理した科学者が結果を
検証しました。 



8

定量メソッドの検証（LC-QQQ）
メソッドの分析感度と選択性、回収率とマト
リックス効果、真度と精度を評価して、定量
メソッドを検証しました。標準溶液および QC 
は、適切にプレスパイクしました。サンプルと
ブランクを EMR-Lipid 3 mL カートリッジに
分注しました。この中には、ダブルマトリックス
ブランク、マトリックスブランク（IS でスパイ
ク）、標準溶液 1 セット、3 個のマトリックスブ
ランク、各スパイク濃度での QC サンプルの複
製物 6 個がそれぞれ含まれていました。 

分析対象物の回収率とマトリックス効果の実
験では、全血中にプレスパイクした濃度 10 お
よび 50 ng/mL のサンプル、再溶解ステップ
時にポストスパイクした同等濃度のマトリック
ス適合サンプル、および希釈していない同等
濃度の標準について、それぞれ 6 回の繰り返
し分析を実施しました。回収率とマトリックス
効果の評価には、分析対象物のピーク面積を
用いました。プレスパイクしたサンプルとマト
リックス適合サンプルでの分析対象物のピー
ク面積の比を用いて分析対象物の回収率を
算出すると同時に、マトリックス適合サンプル
と希釈のない標準での分析対象物のピーク
面積の比を用いてマトリックス効果を算出しま
した。 

結果と考察

サンプル前処理の最適化
サンプル前処理は、ワークフロー全体を成功
させるために重要な役割を果たしています。
サンプル前処理メソッドには、分析対象物の良
好な回収率と再現性、並びに効率的なマトリッ
クスクリーンアップが期待されています。メソッ
ドは分析者間およびラボ間で確実に移管され
るべきです。そのため、シンプルで堅牢なサン
プル前処理メソッドは重要です。EMR-Lipid 
製品は、従来の PPT 後のパススルークリーン
アップにより、効率的にマトリックスを除去で
きることが示されています。この研究では、分
析対象物の回収率、再現性、およびマトリック
ス効果に基づいて、サンプルワークフローを詳
細に調査しました。 

カートリッジ内 PPT とオフライン PPT
カートリッジ内 PPT とオフライン PPT で、
ワークフローの有効性と利便性、および分析
対象物の回収率を比較しました。 

カートリッジ内 PPT は、オフライン PPT と比
較してサンプル移送ステップが少なく、操作が
シンプルという点でメリットがありました。全
血は粘性が高いため、EMR-Lipid カートリッ
ジは、全血をカートリッジに追加した後も完
全な状態で保持していました。試験した多数
のカートリッジにおいて、全血の流出は認めら
れませんでした。カートリッジ内に大量の沈殿
物が生成されている場合でも、重大な詰まり
が発生したカートリッジはありませんでした。
カートリッジごとに流量の変動が認められる
場合がありましたが、これは PPT に差があり
沈殿物の粒子サイズが変動していたことが原
因です。通常、これらの変動は問題にはなら
ず、流量が最高レベルのカートリッジをベース
にして真空または陽圧制御を調整することに
より、流量は適切に制御できます。回収率の
結果を比較することにより、今回のカートリッ
ジ内 PPT では大部分の分析対象物で回収率
が 20 ～ 25 % 改善されていることもわかりま
した。102 種類の分析対象物の平均回収率
は、オフライン PPT の 62 % からカートリッジ
内 PPT では 86 % まで増大し、平均 RSD は
オフライン PPT の > 20 % からカートリッジ
内 PPT では < 10 % まで減少しました。結果
的に、カートリッジ内 PPT はサンプル前処理
ワークフローでの有効性と性能を向上させた
ことが確認されたため、最適化したメソッドに
選択されました。 

EMR-Lipid の溶出 
EMR-Lipid カートリッジは、不要なマトリック
ス干渉、特に脂質に対して、効率的なパスス
ルークリーンアップを実現します。分析対象物
全体で溶出を改善して高回収率を実現するた
めには、追加の溶出ステップが推奨されてい
ました。10 ～ 13この追加の溶出の影響について
調査し、分析対象物の回収率と再現性を比較
しました。その結果、多数の薬物化合物にお
いて、追加の溶出により回収率が 10 ～ 20 % 
改善されていることがわかりました。これは特
に、6-アセチルモルフィン、リタリン酸、ベンゾ
イルエクゴニン、ドキシラミン、リスペリドン、
クロルフェニラミン、ミダゾラム、アセプロマジ
ン、トリアゾラムで顕著であり、回収率は 50 
% 超増大していました。最終的な最適化メソッ
ドでは、EMR-Lipid カートリッジで追加の溶
出を実施しました。 

LC/Q-TOF でのスクリーニングおよび 
同定

データ取り込み 
Agilent All Ions MS/MS データ独立型取り
込み（DIA）を用いて、データを取り込みま
した。コリジョンセルにより、0、10、20、40 
V というそれぞれ異なるコリジョンエネルギー
（CE）設定を用いてすべてのイオンを断片
化し、ESI+ では m/z 50 ～ 1,000、ESI– で
は m/z 40 ～ 1,000 の規定質量範囲で、擬
分子イオンごとに多数のフラグメントイオン
を生成しました。その上で、Agilent PCDL と
すべてのイオン（擬分子イオンとフラグメン
トイオン）の精密質量、同位体忠実度、リテ
ンションタイム、擬分子イオンとフラグメント
イオンの共溶出を用いて、個別の化合物を
同定しました（表 2）。分析対象物の同重体
ペアであるメタンフェタミン/フェンテルミン、
メチルフェニデート/ノルメペリジン、ヒ
ドロモルフォン/モルヒネ、およびコデイン/ヒ
ドロコドンの場合、化合物の識別で重要な要
素はクロマトグラフィー分離であり、同定で重
要なパラメータはリテンションタイム（RT）で
した（表 2 の D 列を参照）。
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表 2. LC/Q-TOF での分析対象物の同定パラメータ

化合物名 分子式 付加物
RT 
（分）

RT 差、
10 ng/mL

ターゲット 
擬分子イオン 

正確な 
フラグメント 1

正確な 
フラグメント 2

正確な 
フラグメント 3

正確な 
フラグメント 4

プリカーサ 
質量精度
（ppm）、 
10 ng/mL 

検証した 
イオン数、 
10 ng/mL 

A1 B C D E F G H I J K L

2-ヒドロキシエチルフルラゼパム C17H14ClFN2O2 [M+H]+ 5.61 0.004 333.08006 211.07918 109.04481 140.02567 140.02567 1.15 5

6-アセチルモルフィン C19H21NO4 [M+H]+ 2.42 0.008 328.15433 165.06988 211.07536 181.06479 58.06513 0.70 3

7-アミノクロナゼパム C15H12ClN3O [M+H]+ 3.51 0.008 286.07417 121.07603 250.09749 222.10257 94.06513 0.36 3

アセプロマジン C19H22N2OS [M+H]+ 4.99 0.012 327.15256 58.06513 86.09643 222.09134 254.06341 1.30 4

アルプラゾラム C17H13ClN4 [M+H]+ 5.62 0.001 309.09015 205.07603 281.07143 240.04488 219.09168 0.07 4

アミトリプチリン C20H23N [M+H]+ 5.45 0.004 278.19033 91.05423 233.13248 105.06988 117.06988 0.70 1

アモバルビタール2 C11H18N2O3 [M-H]– 5.13 0.006 225.12447 41.99854 182.11865 68.99820 85.00435 -1.90 1

アンフェタミン C9H13N [M+H]+ 2.32 0.007 136.11208 91.05423 65.03858 119.08553 63.02293 0.98 3

アテノロール C14H22N2O3 [M+H]+ 1.18 0.003 267.17032 145.06479 56.04948 190.08626 74.06004 0.32 2

ベンゾイルエクゴニン C16H19NO4 [M+H]+ 2.97 0.005 290.13868 105.03349 168.10191 77.03858 82.06513 0.53 3

ブプレノルフィン3 C29H41NO4 [M+H]+ 5.02 0.007 468.31084 55.05423 396.21803 414.26389 84.08078 -2.32 2

ブタバルビタール2 C10H16N2O3 [M-H]– 4.35 0.009 211.10882 41.99854 168.10300 85.00435 124.11317 -0.26 1

ブタルビタール2 C11H16N2O3 [M-H]– 4.61 0.014 223.10882 41.99854 180.10300 85.00435 136.11317 1.96 1

カルバマゼピン C15H12N2O [M+H]+ 5.10 0.002 237.10224 194.09643 193.08860 179.07295 192.08078 1.39 5

カリソプロドール C12H24N2O4 [M+H]+ 5.58 0.004 261.18088 55.05423 62.02366 176.12812 97.10118 0.51 5

クロルジアゼポキシド C16H14ClN3O [M+H]+ 4.68 0.004 300.08982 282.07925 247.11040 227.04963 283.08708 -0.48 5

クロルフェニラミン C16H19ClN2 [M+H]+ 4.29 0.010 275.13095 230.07310 167.07295 201.03398 118.06513 0.36 4

クロルプロマジン C17H19ClN2S [M+H]+ 5.70 0.002 319.10302 58.06513 86.09643 214.04180 246.01387 1.64 5

cis-トラマドール C16H25NO2 [M+H]+ 3.54 0.002 264.19581 58.06513 246.18524 -0.01 3

シタロプラム C20H21FN2O [M+H]+ 4.78 0.002 325.17107 109.04481 262.10265 234.07135 116.04948 0.43 5

クロバザム C16H13ClN2O2 [M+H]+ 6.05 0.004 301.07383 224.09441 259.06327 105.03349 153.02092 0.28 4

クロミプラミン C19H23ClN2 [M+H]+ 5.86 0.016 315.16225 58.06513 86.09643 227.04963 242.07310 0.48 5

クロナゼパム C15H10ClN3O3 [M+H]+ 5.51 0.003 316.04835 214.04180 241.05270 270.05544 207.09166 -0.19 5

クロニジン C9H9Cl2N3 [M+H]+ 1.99 0.010 230.02463 159.97153 144.96063 123.99485 132.96063 -0.37 5

クロザピン C18H19ClN4 [M+H]+ 4.65 0.003 327.13710 270.07925 192.06820 227.03705 84.08078 0.79 4

コカエチレン C18H23NO4 [M+H]+ 4.26 0.006 318.16998 82.06513 196.13321 105.03349 91.05423 1.33 4

コカイン C17H21NO4 [M+H]+ 3.79 0.003 304.15433 82.06513 182.11756 105.03349 77.03858 0.48 3

コデイン C18H21NO3 [M+H]+ 1.89 0.011 300.15942 165.06988 153.06988 199.07536 181.06479 0.56 1

シクロベンザプリン C20H21N [M+H]+ 5.30 0.008 276.17468 215.08553 216.09335 231.11683 58.06513 0.58 3

デモキセパム C15H11ClN2O2 [M+H]+ 4.90 0.001 287.05818 241.02999 207.06835 77.03858 123.99485 -0.51 3

デスアルキルフルラゼパム C15H10ClFN2O [M+H]+ 5.82 0.005 289.05385 140.02567 226.09008 165.02092 214.04180 0.64 5

デシプラミン C18H22N2 [M+H]+ 5.21 0.003 267.18558 72.08078 44.04948 193.08860 208.11208 0.67 3

デキストロメトルファン C18H25NO [M+H]+ 4.57 0.006 272.20089 171.08044 147.08044 213.12739 173.09609 1.20 5

ジアゼパム C16H13ClN2O [M+H]+ 6.59 0.007 285.07892 193.08860 154.04180 91.05423 222.11515 1.54 3

ジエチルプロピオン C13H19NO [M+H]+ 2.79 0.007 206.15394 105.06988 77.03858 100.11208 79.05423 0.22 3

ジヒドロコデイン C18H23NO3 [M+H]+ 1.81 0.054 302.17507 199.07536 171.08044 201.09101 183.08044 -1.32 3

ジフェンヒドラミン C17H21NO [M+H]+ 4.72 0.001 256.16959 167.08553 152.06205 165.06988 166.07770 0.07 5

ドチエピン C19H21NS [M+H]+ 5.18 0.002 296.14675 203.08553 221.04195 223.05760 217.10118 0.08 5

ドキセピン C19H21NO [M+H]+ 4.86 0.005 280.16959 107.04914 115.05423 91.05423 77.03858 0.45 3

ドキシラミン C17H22N2O [M+H]+ 3.51 0.009 271.18049 167.07295 182.09643 90.09134 72.08078 0.52 5

エクゴニンメチルエステル C10H17NO3 [M+H]+ 0.66 0.013 200.12812 82.06513 182.11756 68.04948 91.05423 -2.34 1

EDDP C20H23N [M+H]+ 5.10 0.003 278.19033 234.12773 186.12773 219.10425 249.15120 1.34 5
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化合物名 分子式 付加物 RT（分）
RT 差、

10 ng/mL
ターゲット 
擬分子イオン 

正確な 
フラグメント 1

正確な 
フラグメント 2

正確な 
フラグメント 3

正確な 
フラグメント 4

プリカーサ 
質量精度
（ppm）、 
10 ng/mL 

検証した 
イオン数、 
10 ng/mL 

A1 B C D E F G H I J K L

エフェドリン C10H15NO [M+H]+ 1.79 0.019 166.12264 148.11208 91.05423 115.05423 133.08860 0.08 5

フェンタニル3 C22H28N2O [M+H]+ 4.63 0.001 337.22744 105.06988 188.14338 216.13829 132.08078 0.98 3

フルオキセチン C17H18F3NO [M+H]+ 5.59 0.004 310.14133 44.04948 148.11208 1.27 2

フルラゼパム C21H23ClFN3O [M+H]+ 4.78 0.004 388.15864 315.06950 317.08515 287.06038 271.04279 1.06 4

フルボキサミン C15H21F3N2O2 [M+H]+ 5.33 0.007 319.16279 71.05028 258.11003 200.06816 55.05537 0.25 4

ヒドロコドン C18H21NO3 [M+H]+ 2.57 0.001 300.15942 199.07536 171.08044 141.06988 181.06479 0.20 3

ヒドロモルフォン C17H19NO3 [M+H]+ 1.15 0.000 286.14377 185.05971 157.06479 153.06988 181.06479 0.70 2

ヒドロキシジン C21H27ClN2O2 [M+H]+ 5.36 0.001 375.18338 166.07770 201.04655 165.06988 173.12845 0.00 5

イミプラミン C19H24N2 [M+H]+ 5.31 0.005 281.20123 58.06513 86.09643 193.08860 208.11208 1.52 3

ケタミン C13H16ClNO [M+H]+ 3.14 0.007 238.09932 125.01525 179.06221 207.05712 220.08875 1.34 3

リドカイン C14H22N2O [M+H]+ 3.11 0.005 235.18049 86.09643 58.06513 0.64 3

ロラゼパム C15H10Cl2N2O2 [M+H]+ 5.49 0.003 321.01921 275.01373 229.05270 303.00865 163.00527 0.87 3

MDA C10H13NO2 [M+H]+ 2.44 0.006 180.10191 105.06988 163.07536 77.03858 135.04406 0.52 4

MDEA C12H17NO2 [M+H]+ 2.98 0.003 208.13321 163.07536 77.03858 135.04406 105.06988 0.70 5

MDMA C11H15NO2 [M+H]+ 2.65 0.005 194.11756 105.06988 163.07536 77.03858 135.04406 0.44 5

メペリジン C15H21NO2 [M+H]+ 3.85 0.012 248.16451 70.06513 220.13321 174.12773 91.05423 0.95 4

メプロバメート C9H18N2O4 [M+H]+ 3.99 0.006 219.13393 55.05423 158.11756 97.10118 69.06988 2.43 3

メサドン C21H27NO [M+H]+ 5.56 0.005 310.21654 105.03349 265.15869 77.03858 91.05423 0.38 5

メタンフェタミン C10H15N [M+H]+ 2.59 0.004 150.12773 91.05423 119.08553 65.03858 63.02293 0.85 5

メチルフェニデート C14H19NO2 [M+H]+ 3.55 0.022 234.14886 84.08078 56.04948 91.05423 55.05423 0.91 2

メトプロロール C15H25NO3 [M+H]+ 3.53 0.008 268.19072 56.04948 103.05423 74.06004 116.10699 0.23 5

m-ヒドロキシベンゾイルエクゴニン C16H19NO5 [M+H]+ 2.51 0.006 306.13360 121.02841 168.10191 93.03349 82.06513 -0.22 4

ミダゾラム C18H13ClFN3 [M+H]+ 4.84 0.004 326.08548 291.11663 249.08225 223.07918 209.06353 1.12 5

モルヒネ C17H19NO3 [M+H]+ 0.94 0.018 286.14377 165.06988 153.06988 157.06479 181.06479 2.67 3

ナロキソン C19H21NO4 [M+H]+ 1.78 0.022 328.15433 310.14377 212.07061 253.10973 268.13321 0.36 5

N-デスメチル-cis-トラマドール C15H23NO2 [M+H]+ 3.57 0.002 250.18016 58.06513 232.16959 0.63 1

ニトラゼパム C15H11N3O3 [M+H]+ 5.36 0.002 282.08732 180.08078 207.09168 236.0944 190.06513 -1.02 5

ノルブプレノルフィン C25H35NO4 [M+H]+ 4.11 0.005 414.26389 101.09609 83.08553 57.06988 187.07536 -0.66 3

ノルジアゼパム C15H11ClN2O [M+H]+ 5.94 0.004 271.06327 140.02567 165.02092 208.09950 91.05423 -0.50 4

ノルフェンタニル C14H20N2O [M+H]+ 3.16 0.006 233.16484 84.08078 55.05423 56.04948 94.06513 0.78 3

ノルメペリジン C14H19NO2 [M+H]+ 3.81 0.000 234.14886 42.03383 160.11208 56.04948 91.05423 0.58 2

ノルプロポキシフェン C21H27NO2 [M+H]+ 5.38 0.010 326.21146 44.04948 91.05423 0.61 2

ノルトリプチリン C19H21N [M+H]+ 5.36 0.003 264.17468 91.05423 105.06988 233.1325 117.06988 -0.37 4

オキサゼパム C15H11ClN2O2 [M+H]+ 5.35 0.003 287.05818 104.04948 241.05270 269.04762 163.00527 -2.18 4

オキシコドン C18H21NO4 [M+H]+ 2.36 0.009 316.15433 241.10973 298.14377 212.10699 226.08626 0.75 5

オキシモルフォン C17H19NO4 [M+H]+ 1.02 0.005 302.13868 227.09408 284.12812 198.09134 199.09649 1.11 4

パロキセチン C19H20FNO3 [M+H]+ 5.08 0.003 330.15000 70.06513 192.11830 135.06046 109.04481 0.86 3

PCP C17H25N [M+H]+ 4.45 0.006 244.20598 86.09643 91.05423 159.11683 81.06988 -0.10 4

フェンジメトラジン C12H17NO [M+H]+ 2.54 0.017 192.13829 91.05423 115.05423 144.08078 146.09643 0.14 4

フェノバルビタール2 C12H12N2O3 [M-H]– 4.14 0.007 231.07752 188.07170 85.00435 0.61 1

フェンテルミン C10H15N [M+H]+ 2.84 0.007 150.12773 91.05423 65.03858 133.10118 105.06988 1.00 4

フェニルプロパノールアミン C9H13NO [M+H]+ 1.42 0.031 152.10699 91.05423 117.06988 134.09643 115.05423 -0.38 2

プレドニゾン C21H26O5 [M+H]+ 4.68 0.004 359.18530 147.08044 237.12739 171.08044 341.17474 0.32 2

プリミドン C12H14N2O2 [M+H]+ 3.26 0.003 219.11280 91.05423 162.09134 119.08553 117.06988 -0.42 2
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サスペクトスクリーニングの 
パラメータと同定基準
Agilent MassHunter Quantitative Analysis 
10.1 と Agilent SureMass を組み合わせて、
スクリーニング分析を実施しました。15スク
リーニングのパラメータは、擬分子イオンとそ
のフラグメントイオンの質量精度、リテンション
タイム、検証したイオンの最小数、擬分子イオ
ンとフラグメントイオンのクロマトグラフィー共
溶出、およびレスポンスの最小閾値でした。擬
分子イオンの質量精度 ≤ 5 ppm、リテンション
タイム ±0.4 分、レスポンスの最小閾値 S/N 
> 3 により、スクリーニングの陽性所見を達成
できます。同定基準は、擬分子イオンとそのフ
ラグメントイオンの質量精度 ≤ 5 ppm、リテン
ションタイム ±0.4 分、1 個の擬分子イオンと
最低 1 個のフラグメントイオンを含む最小 2 
個の検証済みイオン、抽出された SureMass 
クロマトグラムでの完全なオーバーラップ、擬
分子イオンまたはフラグメントイオンの存在が
疑われる分析対象物のピーク、およびレスポ
ンスの最小閾値 S/N > 3 でした。擬分子イオ

ンを定量イオンとして設定し、最低 1 個のフラ
グメントイオンを各化合物の定性イオンとして
設定して、追加のスクリーニングパラメータと
してイオン比（≤ 30 %）も評価しました。 

分析対象物データベース
102 種類の薬物化合物に関する情報（プリ
カーサの精密質量、アバンダンスの最も高い 
4 個のフラグメント、[M+H]+ または [M-H]– 
のフラグメントイオン、異なる CE で収集した 
MS/MS スペクトル、リテンションタイムなど）
をベースにして、サスペクトスクリーニング分
析対象物データベースとなる Agilent パーソ
ナル化合物データベースライブラリ（PCDL）
を作成しました。すべての情報を表 2 に示し
ています。 

データ分析ワークフローと結果
自動化ワークフローによる最初の評価では、
50 ng/mL で添加したサンプルは ESI+ モー
ドで 97 種類の薬物うち 93 種類が許容基準
を満たすとして同定され、4 種類の薬物につ
いてはさらに詳しく調査しました。ESI– モー
ドでは、5 種類の薬物のうち 4 種類が基準を
満たすとして同定され、1 種類の薬物につい
てはさらに詳しく調査しました。10 ng/mL で
添加したサンプルは、ESI+ モードで 97 種類
の薬物のうち 89 種類が基準を満たすとして
同定され、8 種類の薬物についてはさらに詳し
く調査しました。ESI– モードでは、5 種類す
べての薬物についてさらに調査が必要となり
ました。1 ng/mL で添加したブプレノルフィン
とフェンタニルが、基準を満たすとして同定さ
れました。

化合物名 分子式 付加物 RT（分）
RT 差、

10 ng/mL
ターゲット 
擬分子イオン 

正確な 
フラグメント 1

正確な 
フラグメント 2

正確な 
フラグメント 3

正確な 
フラグメント 4

プリカーサ 
質量精度
（ppm）、 
10 ng/mL 

検証した 
イオン数、 
10 ng/mL 

A1 B C D E F G H I J K L

プロアジフェン C23H31NO2 [M+H]+ 6.33 0.004 354.24276 91.05423 209.13248 105.06988 167.08553 -0.02 3

プロメタジン C17H20N2S [M+H]+ 5.03 0.004 285.14200 86.09643 198.03720 71.07295 56.04948 0.26 4

プロポキシフェン C22H29NO2 [M+H]+ 5.49 0.007 340.22711 58.06513 266.19033 91.05423 143.08553 0.64 3

プロプラノロール C16H21NO2 [M+H]+ 4.42 0.004 260.16451 56.04948 116.10699 183.08044 74.06004 0.72 4

ケチアピン C21H25N3O2S [M+H]+ 4.76 0.001 384.17402 221.10733 253.07940 210.03720 247.12298 0.22 5

リスペリドン C23H27FN4O2 [M+H]+ 4.25 0.006 411.21908 191.11789 110.05984 69.03349 82.06513 -0.49 2

リタリン酸 C13H17NO2 [M+H]+ 2.82 0.000 220.13321 84.08078 56.04948 85.08860 91.05423 0.27 2

セコバルビタール2 C12H18N2O3 [M-H]– 5.39 0.007 237.12447 41.99854 194.11865 85.00435 150.12882 -2.02 1

セルトラリン C17H17Cl2N [M+H]+ 5.67 0.006 306.08108 158.97628 275.03888 129.06988 122.99960 -0.70 5

ストリキニーネ C21H22N2O2 [M+H]+ 2.87 0.000 335.17540 184.07569 156.08078 264.10191 222.09134 0.13 3

テマゼパム C16H13ClN2O2 [M+H]+ 5.95 0.002 301.07383 255.06835 283.06327 177.02092 193.08860 0.41 5

トラゾドン C19H22ClN5O [M+H]+ 4.24 0.007 372.15856 148.05237 176.08184 78.03383 133.07603 0.40 5

トリアゾラム C17H12Cl2N4 [M+H]+ 5.70 0.005 343.05118 239.03888 315.03245 308.08233 253.06345 -0.30 5

ベラパミル C27H38N2O4 [M+H]+ 5.47 0.002 455.29043 165.09101 150.06753 303.20671 105.06988 0.85 4

ゾルピデム C19H21N3O [M+H]+ 4.03 0.006 308.17574 235.12298 263.11789 236.13080 92.04948 1.32 5

ゾピクロン C17H17ClN6O3 [M+H]+ 3.38 0.006 389.11234 217.02706 245.02198 111.99485 139.00527 0.19 5

1 カラム記号。 
2 アモバルビタール、ブタバルビタール、ブタルビタール、フェノバルビタール、およびセコバルビタールのデータは、全血に 50 ng/mL をスパイクしたものです。 
3 ブプレノルフィンおよびフェンタニルのデータは、全血に 1 ng/mL をスパイクしたものです。 
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同定基準を満たした薬物には、質量精度、リ
テンションタイム、共溶出、および S/N 比の
基準を満たす擬分子イオンと最低 1 個のフ
ラグメントイオンが存在することを確認しまし
た。さらに詳しく調査した薬物は、適格なフラ
グメントイオンが欠如しているか、擬分子イオ
ンまたはフラグメントイオンのピーク統合が不
良でした。統合を修正した後、これらの薬物
は基準を満たすとして同定され、スクリーニン
グおよび同定基準が、偽陰性が最小となる最
適な検出シナリオであることを確認しました。
手作業で確認したところ、このメソッドは 102 
種類の薬物をスクリーニングして 50 ng/mL 

では 100 種類の薬物を同定でき（98 %）、
10 ng/mL では 93 種類の薬物を同定できて
いました（91 %）。ブプレノルフィンとフェン
タニルの場合、このメソッドは 1 ng/mL で同
定できました。全血抽出物中の 10 および 50 
ng/mL のいずれにおいても、自動化ワークフ
ローで偽陰性はありませんでした。

ブラインドスパイク 
ブラインドスパイク実験により、サスペクトス
クリーニングメソッドを詳細に評価しました。
別の科学者が前処理した未知のサンプルを、
開発した Q-TOF でのスクリーニングメソッド

で分析し、陽性の結果を示した薬物を同定し
ました。これは、実際の分析における薬物ス
クリーニングの実状を再現したものです。提
供されたサンプル中の 16 種類の薬物すべて
が、偽陰性や偽陽性ではなく、陽性所見を得
て同定されました。10 および 50 ng/mL で
スパイクしたサンプルのいずれにおいても、
15 種類の薬物が正常に同定され、ブタル
ビタールは 250 ng/mL で同定されました。
ブラインドスパイクしたサンプルの薬物スク
リーニングの結果については、表 3 を参照し
てください。

表 3.  LC-QTOF によるブラインドスパイクしたヒト全血の薬物スクリーニング結果

化合物名 付加物
BS11  

10 ng/mL
RT 差、 

10 ng/mL
プリカーサ質量精度
（ppm）、10 ng/mL 

検証したイオン数、 
10 ng/mL 

BS2  
50 ng/mL

RT 差、 
50 ng/mL

プリカーサ質量精度
（ppm）、50 ng/mL 

検証したイオン数、 
50 ng/mL 

クロルジアゼポキシド [M+H]+ 陽性 0.001 1.60 5 陽性 0.001 2.19 5

シクロベンザプリン [M+H]+ 陽性 0.011 1.63 4 陽性 0.000 0.40 4

モルヒネ [M+H]+ 陽性 0.021 0.87 2 陽性 0.001 0.23 5

ケチアピン [M+H]+ 陽性 0.002 1.93 5 陽性 0.001 1.71 5

BS2 
10 ng/mL

BS2 
50 ng/mL

3-ヒドロキシエチルフルラゼパム [M+H]+ 陽性 0.002 -0.65 3 陽性 0.003 1.10 5

7-アミノクロナゼパム [M+H]+ 陽性 0.001 -0.80 3 陽性 0.001 0.81 4

エフェドリン [M+H]+ 陽性 0.031 0.74 3 陽性 0.011 1.71 5

ケタミン [M+H]+ 陽性 0.002 0.90 3 陽性 0.001 0.14 3

BS3 
10 ng/mL

BS3 
50 ng/mL

デモキセパム [M+H]+ 陽性 0.001 0.93 4 陽性 0.002 0.25 4

ドキシラミン [M+H]+ 陽性 0.020 1.02 4 陽性 0.005 1.61 4

プロプラノロール [M+H]+ 陽性 0.004 1.30 4 陽性 0.003 1.33 4

ブタルビタール [M-H]– 陽性 0.005 0.53 1 陽性 0.000 2.27 2

BS4 
10 ng/mL

BS4 
50 ng/mL

cis-トラマドール [M+H]+ 陽性 0.007 1.37 3 陽性 0.004 1.24 3

ジエチルプロピオン  [M+H]+ 陽性 0.010 1.30 3 陽性 0.005 0.98 5

ミダゾラム [M+H]+ 陽性 0.000 0.44 5 陽性 0.002 0.62 5

ナロキソン [M+H]+ 陽性 0.045 0.24 5 陽性 0.012 0.80 5

1 BS、ブラインドスパイク。
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LC-QQQ での定量
LC-QQQ での定量メソッドに対して、分析対
象物の回収率とマトリックス効果、感度と選択
性、キャリブレーション範囲、真度と精度を評
価しました。図 2 に、全血中に 10 ng/mL お
よび 50 ng/mL でプレスパイクしたサンプル
での、102 種類の化合物の平均回収率を示
します。回収率の一般的な許容範囲は 70 ～ 

120 % ですが、102 種類の分析対象物のうち 
2 種類のみ（リタリン酸とストリキニーネ）が
回収率 < 70 % を示しました。また、1 種類の
分析対象物（アモバルビタール）が回収率 > 
120 % を示しました。これは、最適化したワー
クフローを使用した場合、97 % の薬物が許
容範囲内の回収率を達成したことを示してい
ます。回収率が許容範囲を外れた 3 種類の化

合物では、回収率は RSD < 20 % で許容値に
近い値でした。このため、回収率の相対的な
低さまたは高さは、これら 3 種類の化合物の
定量には影響しませんでした。 

図 2. 10 ng/mL および 50 ng/mL で添加したヒト全血サンプル中の 102 種類の分析対象物の平均回収率。平均回収率は、各濃度で添加したサンプルの 6 回の繰り返し 
分析に基づいて、プレスパイクしたサンプルでのピーク面積と対応する濃度のマトリックス適合サンプルでのピーク面積の比を用いて算出しました。 
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図 3 に、全血ブランク抽出物中に 10 ng/mL 
および 50 ng/mL でポストスパイクしたサンプ
ルでの、102 種類の化合物の平均マトリック
ス効果を示します。102 種類の分析対象物に
ついて、7 種類の化合物がマトリックス抑制 < 
60 % を示し、残りの 95 種類の化合物が 60 
～ 140 % の範囲内に収まる妥当なマトリック
ス効果を示しました。マトリックス効果 < 60 % 
の 7 種類の化合物のうち 5 種類は、初期溶出
リテンションタイム（RT）ウィンドウが 2 分未
満の非常に極性の高い薬物でした。この RT 
ウィンドウは、マトリックス塩が溶出した RT 
ウィンドウと正確に一致していました。PPT 抽

出と EMR-Lipid クリーンアップでは、マトリッ
クス塩が十分に除去されていなかったため、
初期溶出化合物は顕著なマトリックスイオン
抑制を示すと予想されていました。これらの極
性化合物での顕著なマトリックス効果を低減
するために、乾燥させたサンプル抽出残留物
を大量の再溶解溶液に再溶解させ、最終的に
元のサンプルの 2 倍に希釈しました。メソッド
の感度が許容範囲だったことを考慮すれば、
マトリックスの希釈は極性分析対象物でのマ
トリックスイオン抑制を低下させていました。
他の 2 種類の化合物については、ニトラゼパム
（マトリックス効果 < 60 %）は 6.2 分に溶出

し、ドキシラミン（マトリックス効果 > 140 %）
は 3.8 分で RT を示しました。これらの化合物
でのマトリックス効果の抑制または促進は、同
じ RT ウィンドウで共溶出した特定のマトリッ
クス干渉に関連していたと考えられます。全体
的に、最適化したワークフローを使用した場
合、分析対象物の > 93 % が妥当なマトリック
ス効果を達成していました。 

次に、全血中で存在が疑われる薬物の定量
について、最適化したメソッドを検証しまし
た。表 4 の結果には、検量線データ、定量下
限（LOQ）、真度、および精度データが示さ
れています。定量結果により、優れたメソッ

図 3. 10 ng/mL および 50 ng/mL で添加したヒト全血サンプル中の 102 種類の分析対象物の平均マトリックス効果。平均マトリックス効果は、各濃度で添加した 
サンプルの 6 回の繰り返し分析に基づいて、マトリックス適合サンプルでのピーク面積と対応する濃度の希釈していない標準でのピーク面積の比を用いて算出しました。 
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ド真度および精度が実証され、スパイク濃度
はすべて許容基準（真度 100 ±20 %、お
よび RSD ≤ 20 % として規定）を満たしてい
ました。大部分の分析対象物において、全血
で LOQ 0.5 ng/mL を達成しました。ただし、
ロラゼパム、フェノバルビタール、ブタバルビ
タール、ノルトリプチリン、ゾピクロンについ
ては化合物の感度の低さが原因で、またアン
フェタミン、メタンフェタミン、デキストロメト
ルファンについてはマトリックスの影響または
干渉が原因で、LOQ が高くなりました（≥ 1 
ng/mL）。複数の分析対象物に対するさまざ
まな線形を考慮し、定量検証では使用したス
パイク濃度に複数のキャリブレーション範囲を
確立しました。キャリブレーション範囲と、対

応する QC サンプルのスパイク濃度が異なる
各グループを、表 4 に注釈として示します。直
線回帰と 1/x2 の重み付けを、相関係数 R2 > 
0.99 の大部分の分析対象物の検量線に対し
て使用しました。5 種類のバルビツール系分
析対象物（ブタルビタール、アモバルビター
ル、セコバルビタール、フェノバルビタール、
ブタバルビタール）の検量線は、R2 > 0.99 の 
1/x2 で重み付けした二次回帰線によく一致し
ています。メソッドの選択性は、マトリックスの
影響の LOQ が 20 % 未満である全血マトリッ
クスブランクで評価しました。ただし、マトリッ
クスブランクで陽性を示したアンフェタミン、メ
タンフェタミン、デキストロメトルファンは除外
しました。これら 3 種類の薬物の LOQ は、マ

トリックスブランクの陽性の影響で大幅に高く
なっていました。完全に薬物のない全血コント
ロールブランクの場合は、これらの分析対象
物はより低い LOQ で広いキャリブレーション
範囲を達成できたと考えられます。 

表 4. LC-QQQ によるヒト全血中の 102 種類の分析対象物の定量結果の概要

薬物化合物 定量グループ 内部標準 
LOQ 

（ng/mL）

キャリブレーション 
範囲 

（ng/mL） 検量線 R2

低 QC 中 QC 高 QC

真度 RSD 真度 RSD 真度 RSD

フェンタニル 5 コカイン-D3 0.05 0.05 ～ 20 0.9922 104 7.1 93 4.5 92 9.0

エクゴニンメチルエステル 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9947 100 2.4 100 3.6 86 5.3

モルヒネ 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9939 111 3.2 112 3.6 104 5.6

オキシモルフォン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9928 104 5.1 98 5.3 95 7.2

アテノロール 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9912 113 3.8 101 4.4 105 4.9

ヒドロモルフォン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9936 112 4.8 98 3.9 103 4.4

フェニルプロパノールアミン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 100 0.9946 101 5.9 109 5.0 95 5.0

エフェドリン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 100 0.999 109 4.2 103 3.1 99 4.7

ジヒドロコデイン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9935 110 4.7 98 5.6 112 3.0

ナロキソン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9972 109 3.7 102 3.2 93 7.0

クロニジン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9958 113 6.5 96 4.6 104 6.5

コデイン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 100 0.9947 114 3.0 110 4.0 101 5.8

オキシコドン 2 オキシコドン-D6 0.5 0.5 ～ 50 0.9954 113 7.1 107 7.0 97 10.4

MDA 2 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 50 0.9922 99 6.3 114 8.1 103 7.7

フェンジメトラジン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9951 109 5.9 101 8.9 115 7.9

6-アセチルモルフィン 2 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 50 0.9926 110 2.9 115 9.4 100 5.3

m-ヒドロキシベンゾイルエクゴニン 1 アンフェタミン-D5 0.5 0.5 ～ 100 0.9956 137 10.1 102 9.7 100 6.7

ヒドロコドン 1 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 200 0.991 102 12.3 97 8.9 100 6.5

MDMA 1 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 200 0.9932 118 10.4 101 11.7 96 7.1

ジエチルプロピオン 2 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 50 0.9981 114 8.6 109 6.9 101 7.3

フェンテルミン 1 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 200 0.9967 101 10.0 100 10.4 91 8.1

リタリン酸 1 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 200 0.9947 113 10.4 95 7.0 101 10.6

ストリキニーネ 1 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 100 0.9976 111 10.5 101 7.4 126 7.5

ベンゾイルエクゴニン 1 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 100 0.9931 111 8.1 109 4.8 105 8.3

MDEA 2 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 50 0.9923 110 9.1 108 5.5 100 9.2

リドカイン（リグノカイン） 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9954 102 4.6 102 2.5 107 5.9

ケタミン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9991 104 4.6 95 6.7 91 6.7
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薬物化合物 定量グループ 内部標準 
LOQ 

（ng/mL）

キャリブレーション 
範囲 

（ng/mL） 検量線 R2

低 QC 中 QC 高 QC

真度 RSD 真度 RSD 真度 RSD

ノルフェンタニル 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9998 94 3.5 108 3.7 111 6.9

ドキシラミン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9933 100 5.9 107 3.4 106 5.1

プリミドン 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 200 0.9971 98 9.0 89 4.8 91 4.8

7-アミノクロナゼパム 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9929 100 6.4 103 8.3 88 9.6

メトプロロール 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9956 95 9.5 106 2.3 104 9.3

cis-トラマドール 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.9949 97 10.8 96 6.0 95 9.0

メチルフェニデート 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 20 0.9919 98 6.6 105 8.5 100 8.5

N-デスメチル-cis-トラマドール 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9952 100 11.4 110 6.8 98 3.8

ノルメペリジン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 20 0.9937 92 7.9 92 5.4 94 9.4

コカイン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9906 109 4.2 111 5.7 113 9.7

メペリジン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9974 95 11.5 103 6.4 107 8.5

ゾルピデム 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9857 101 6.1 105 9.3 97 10.7

メプロバメート 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 200 0.9965 103 9.8 102 5.7 100 7.1

ノルブプレノルフィン 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 200 0.9959 56 18.7 113 6.2 103 9.6

リスペリドン 1 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 100 0.9993 95 10.5 97 11.6 112 4.3

クロルフェニラミン 1 ヒドロコドン-D6 0.5 0.5 ～ 100 0.9931 105 7.9 101 5.0 114 4.5

トラゾドン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9916 91 13.3 97 7.1 106 5.7

コカエチレン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9924 130 16.3 131 17.0 115 16.0

クロルジアゼポキシド 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9958 103 11.9 99 14.0 96 12.0

PCP 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.9909 85 4.0 116 10.5 98 7.3

プロプラノロール 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9955 85 13.8 100 19.7 100 8.8

クロザピン 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.9926 101 9.0 102 10.0 110 4.3

プレドニゾン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9926 91 12.2 105 12.9 96 8.5

ケチアピン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9979 98 7.1 105 12.8 98 8.3

ミダゾラム 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9909 101 8.7 103 13.0 94 15.5

ブタルビタール 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 200 0.9913 93 7.7 96 4.2 96 14.0

フルラゼパム 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9913 107 9.9 106 9.1 104 16.9

ジフェンヒドラミン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9939 103 7.4 104 9.1 103 10.9

シタロプラム 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9923 106 13.2 99 10.4 85 8.2

ドキセピン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.987 94 4.3 94 7.3 92 14.4

デモキセパム 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9973 113 4.1 94 9.9 93 10.6

ブプレノルフィン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9963 104 11.2 103 11.8 92 18.6

アセプロマジン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9856 87 14.2 102 9.1 110 7.7

プロメタジン 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.995 100 13.8 97 10.2 105 15.9

カルバマゼピン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9906 88 10.2 92 5.8 107 11.5

パロキセチン 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 200 0.9922 101 11.6 98 13.6 105 14.0

EDDP 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9901 114 5.6 114 15.6 95 12.4

アモバルビタール 1 ブタルビタール-D5 0.5 0.5 ～ 200 0.9909 79 16.1 100 12.4 111 4.0

ドチエピン（ドスレピン） 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.9941 103 9.0 77 11.5 92 10.8

デシプラミン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9928 86 7.7 89 13.6 101 8.8

フルボキサミン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.992 99 9.0 96 7.8 93 6.4

ヒドロキシジン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 20 0.9882 109 11.2 98 15.7 97 14.2

シクロベンザプリン 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9992 92 10.6 102 15.0 118 6.5

イミプラミン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 20 0.9918 75 12.8 101 6.3 103 9.2

オキサゼパム 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9971 114 10.7 112 8.2 107 11.4

ノルプロポキシフェン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 20 0.9892 55 22.2 104 14.5 97 16.1
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薬物化合物 定量グループ 内部標準 
LOQ 

（ng/mL）

キャリブレーション 
範囲 

（ng/mL） 検量線 R2

低 QC 中 QC 高 QC

真度 RSD 真度 RSD 真度 RSD

ニトラゼパム 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.992 95 10.7 102 16.6 88 17.2

ベラパミル 1 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.9915 81 12.5 94 8.7 98 7.0

アミトリプチリン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9891 108 11.2 99 7.1 96 8.4

プロポキシフェン 2 コカイン-D3 0.5 0.5 ～ 20 0.9987 106 11.5 92 9.4 97 11.8

セコバルビタール 4 ブタルビタール-D5 0.5 1 ～ 200 0.9905 102 9.6 108 10.1 111 8.7

アルプラゾラム 2 アルプラゾラム-D5 0.5 0.5 ～ 50 0.9919 100 11.3 94 18.8 85 13.0

カリソプロドール 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 20 0.9927 116 19.6 114 9.7 97 18.4

2-ヒドロキシエチルフルラゼパム 2 アルプラゾラム-D5 0.5 0.5 ～ 50 0.9974 99 10.6 101 18.9 108 10.5

メサドン 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9978 129 13.5 113 11.1 116 9.7

フルオキセチン 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9946 78 14.6 83 11.8 98 8.7

クロナゼパム 2 アルプラゾラム-D5 0.5 0.5 ～ 50 0.9935 114 5.6 98 6.3 97 9.7

トリアゾラム 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9957 93 15.9 104 13.0 107 14.7

セルトラリン 1 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.9943 96 13.6 96 9.2 108 14.5

クロルプロマジン 1 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 200 0.9955 98 9.3 88 6.8 109 15.0

デスアルキルフルラゼパム 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9941 119 5.2 110 4.8 107 6.5

クロミプラミン 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9866 84 3.6 96 8.8 113 10.9

ノルジアゼパム 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9922 105 11.7 109 10.7 104 4.0

テマゼパム 1 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.991 110 5.7 106 6.4 103 3.9

クロバザム 1 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 200 0.9962 108 3.4 96 1.9 107 6.9

プロアジフェン 1 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 100 0.9983 102 2.2 95 1.7 104 5.6

ジアゼパム 2 ジアゼパム-D3 0.5 0.5 ～ 50 0.9984 108 1.6 105 2.4 104 2.9

ロラゼパム2 4 ジアゼパム-D3 1 1 ～ 100 0.9876 122 5.3 91 6.6 102 17.8

アンフェタミン1 3 アンフェタミン-D5 5 5 ～ 200 0.9942 104 7.0 N6 4.2 101 4.0

メタンフェタミン1 3 アンフェタミン-D5 5 5 ～ 100 0.9884 96 12.3 93 17.2 94 8.0

フェノバルビタール2 3 コカイン-D3 5 5 ～ 200 0.9904 104 11.9 96 5.4 99 10.5

ブタバルビタール2 3 ブタルビタール-D5 5 5 ～ 200 0.9913 108 4.4 96 11.0 97 6.9

デキストロメトルファン1 3 コカイン-D3 5 5 ～ 100 0.9977 139 24.7 111 15.0 91 12.9

ノルトリプチリン2 3 コカイン-D3 5 5 ～ 100 0.9957 91 17.0 86 13.1 77 3.8

ゾピクロン2 6 コカイン-D3 20 20 ～ 200 0.9972 99 10.9 103 8.2 95 6.3

定量グループ 1：キャリブレーション範囲 = 0.5 ～ 200 または 0.5 ～ 100 ng/mL、低 QC = 0.5 ng/mL、中 QC = 5 ng/mL、高 QC = 50 ng/mL
定量グループ 2：キャリブレーション範囲 = 0.5 ～ 50 または 0.5 ～ 20 ng/mL、低 QC = 0.5 ng/mL、中 QC = 1 ng/mL、高 QC = 10 ng/mL 
定量グループ 3：キャリブレーション範囲 = 5 ～ 200 または 5 ～ 100 ng/mL、低 QC = 5 ng/mL、中 QC = 10 ng/mL、高 QC = 50 ng/mL
定量グループ 4：キャリブレーション範囲 = 1 ～ 200 または 1 ～ 100 ng/mL、低 QC = 1 ng/mL、中 QC = 5 ng/mL、高 QC = 50 ng/mL
定量グループ 5：キャリブレーション範囲 = 0.05 ～ 20 ng/mL、低 QC = 0.05 ng/mL、中 QC = 0.5 ng/mL、高 QC = 5 ng/mL
定量グループ 6：キャリブレーション範囲 = 20 ～ 200 ng/mL、低 QC = 20 ng/mL、中 QC = 50 ng/mL、高 QC = 200 ng/mL
1 ターゲット化合物がマトリックスブランクで陽性であり、これにより LOQ が高くなっていたか、または検量線が完全に誤っていました。 
2 ターゲット化合物は、マトリックスにおいて感度または選択性が低下しており、これにより LOQ が高くなっていました。 
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図 4. LC-QQQ での定量分析（A）および LC/Q-TOF でのスクリーニング分析（B）の統計結果
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結論

ヒト全血中の 100 種類を超える依存性薬物
および医薬品の LC/Q-TOF でのスクリーニン
グと同定並びに LC-QQQ での定量に対して、
サンプル前処理、機器分析、データ処理を含
む包括的なワークフローを開発して検証しま
した。カートリッジ内 PPT ベースのサンプル
前処理メソッドとその後の EMR-Lipid クリー
ンアップにより、シンプルで効率的な分析対
象物の抽出とマトリックスクリーンアップを実
現しました。また、分解能とダイナミックレン
ジを向上させた LC/Q-TOF ワークフローが、
ルーチン分析でのサスペクトスクリーニング
の作業負荷を低減させることを実証しました。
今回のメソッドでは、この研究で使用した同
定基準に基づいて、ヒト全血中の 102 種類の
薬物をスクリーニングし、濃度 10 および 50 
ng/mL でそれぞれ 91 % および 98 % を同定
しました。さらに、ブプレノルフィンとフェンタ
ニルを 1 ng/mL で同定しました。LC-QQQ で
の定量は、ダイナミック MRM 検出に基づい
て実施しました。これらの結果から、定量の真
度と精度が確認され、分析対象物の回収率と
マトリックス効果、およびキャリブレーション範
囲と直線性は許容範囲内でした。 
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