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論文リスト 

 

本学位論文は，下記の発表論文を総括したものである．  

 

 

1) 固相抽出ピペットチップによる尿中乱用薬物のマイクロ抽出法の検討  :  

鈴木雄亮，佐藤雅子，金子毅，日本法科学技術学会誌，13，45-50，2008.     

(第 I章) 

 

2) ピペットチップ型固相抽出を用いる清涼飲料水等に混入されたパラコー  

ト及びジクワットの簡易定性試験法  : 鈴木雄亮，金子毅，分析化学，58，

1029-1034，2009. (第 I章) 

 

3) 固相分散抽出－マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型   

質量分析法による生体試料中パラコートおよびジクワットのスクリーニン

グ : 鈴木雄亮，金子毅，斉藤貢一，日本法科学技術学会誌，24，49-61，2019.    

(第 I章) 

  

4) 酸化法－液体クロマトグラフィー質量分析による生体試料中のパラコート 

およびジクワットの分析 : 鈴木雄亮，金子毅，日本法科学技術学会誌，21，

57-65，2016. (第 II章) 

 

5) T h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  d i q u a t ‑ d 4  c a u s e s  e r r o r s  i n  d i q u a t  a n a l ys i s  b y 

LC–MS/MS : Yusuke Suzuki, Tsuyoshi Kaneko and Koichi Saito,     

Forensic Toxicol., 36, 458-466, 2018. (第 III 章) 
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略号リスト 

 

PQ : Paraquat (パラコート) 

DQ : Diquat (ジクワット) 

GC/MS : Gas Chromatography/Mass Spectrometry 

    (ガスクロマトグラフィー質量分析) 

LC/MS : Liquid Chromatography/Mass Spectrometry 

(液体クロマトグラフィー質量分析) 

ESI : Electro Spray Ionization (エレクトロスプレーイオン化) 

EI : Electron Ionization (電子イオン化) 

SPE : Solid Phase Extraction (固相抽出) 

μSPE : Micro Solid Phase Extraction (マイクロ固相抽出) 

SPDE : Solid Phase Dispersive Extraction (固相分散抽出) 

MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization 

(マトリックス支援レーザー脱離イオン化) 

TOF-MS : Time-Of-Flight Mass Spectrometry (飛行時間型質量分析) 

CHCA : -Cyano-4-hydroxycinnamic Acid (-シアノ-4-ヒドロキシ桂皮酸) 

DHB : 2, 5-Dihydroxybenzoic acid (2, 5-ジヒドロキシ安息香酸) 

HILIC : Hydrophilic Interaction Chromatography 

 (親水性相互作用クロマトグラフィー) 

SIR : Selected Ion Recording (選択イオンレコーディング)  

LC/IT-MS : Liquid Chromatography/Ion Trap Mass Spectrometry 

(液体クロマトグラフィー/イオントラップ型質量分析) 

SRM : Selected Reaction Monitoring (選択反応モニタリング) 

GC : Gas Chromatography (ガスクロマトグラフィー) 

LC : Liquid Chromatography (液体クロマトグラフィー) 

CE : Capillary Electrophoresis (キャピラリー電気泳動) 

MS : Mass Spectrometry (質量分析) 
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緒論  

 

 薬毒物の使用が疑われる傷害，殺人などの犯罪が発生した場合，警察の科学

捜査研究所において，薬毒物が混入された飲食物や被害者の生体試料(血液，尿，

胃内容物，臓器，毛髪など)といった証拠物件からその成分を特定するための薬

毒物鑑定が行われる．このような法科学における薬毒物鑑定（以下，法薬毒物

学鑑定）で分析対象となる化学物質は，薬物(覚せい剤，大麻，麻薬，あへん，

危険ドラッグ，睡眠薬，抗うつ薬，筋弛緩剤など)，揮発性毒物(シアン化物，ア

ジ化物，一酸化炭素，硫化水素，アルコール，シンナーなど)，重金属類(ヒ素，

水銀，タリウムなど)，自然毒(アコニチン，テトロドトキシン，カフェインな

ど)，化学兵器(サリン，VX，リシンなど)，界面活性剤(陽イオン系，陰イオン

系，両性イオン系，非イオン系など)，農薬(有機リン系，カルバメート系，ピレ

スロイド系，ネオニコチノイド系，含リンアミノ酸系，アルキルジピリジニウ

ム塩系など)と非常に多岐にわたる．パラコート(PQ)およびジクワット(DQ)は，

アルキルジピリジニウム塩系の農薬に分類され，日本国内においてその塩 

(PQ ジクロリド，PQ ジモノメチルサルフェート，DQ ジブロミド )を高濃度  

(それぞれ 24 %，38 %，30 %，w/w)に含有する除草剤製品が過去に広く流通し

た．その入手の容易さから，1980 年代にこれらの製品を使用した無差別殺人や

自殺といった中毒事案が多発し，1986 年にはその件数は 1213 件に昇り 1)，社

会問題となった．これを受け，高濃度の各単独製品から PQ ジクロリドと DQ ジ

ブロミドの低濃度混合製品(PQ ジクロリド；5 %，DQ ジブロミド；7 %，w/w)

への切り替えが進み，中毒件数は減少傾向に転じたものの，警察庁科学警察研

究所の統計によると，2016 年でも 52 件の中毒死の報告 2)があり，現在も法薬

毒物学鑑定において重要な分析対象であることに変わりはない．Fig. 1 に， 

PQ・DQ の化学構造式を示す．  

 

 

 

 

Fig. 1 Chemical structures of PQ (left) and DQ (right). 
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法薬毒物学鑑定において，中毒原因物質に関する事前情報がない場合には，

前記のような数多くの薬毒物を網羅的に分析する必要があり，一つ一つの鑑定

に用いることのできる試料量は必然的に少量になってしまう．また，事件の早

期解決や被害者に対する適正な治療方針の確立のためには，薬毒物の迅速スク

リーニングおよび的確な定性分析が求められる．更に，事案の性質によっては，

定量分析が求められ，その結果の信頼性が公判の場で争われる．その際に，  

他の機関による再鑑定が行われる場合もあるため，これに耐え得る精確性の 

高い定量分析も欠かすことができない．  

現在，法薬毒物学鑑定において，PQ・DQ の分析は，呈色試験 3)による簡易

スクリーニングに始まり，キャピラリー電気泳動 (CE)4-9)，ガスクロマトグラ  

フィー質量分析(GC/MS)10-13)，液体クロマトグラフィー(LC)14-21)，液体クロマト

グラフィー質量分析 (LC/MS)22-31)などによる定性および定量分析が主流となっ

ているが，これらについて，それぞれ問題点が認められる．  

呈色試験によるスクリーニングでは，それに先立ち固相抽出(SPE)カートリッ

ジにより PQ・DQ を抽出する必要がある 3)が，通常 30 分程度の時間を要し， 

迅速性にやや欠ける．また，PQ・DQ 混合製剤が混入された飲食物であれば 

PQ・DQ の各濃度は非常に高く，呈色試験で容易にその含有の有無を判定する

ことができるが，生体試料では，軽症の場合や治療によりその濃度が下がって

いる場合に，PQ・DQ の存在を見落とす可能性が否定できない．これらのこと

から，PQ・DQ の迅速抽出法と，低濃度の試料にも対応可能な呈色試験に代わ

る高感度検出法が必要となる．更に，法薬毒物学鑑定においては，前記のとお

り，多種多様の薬毒物が分析対象となることから，各薬毒物の鑑定に用いる  

試料量は最小限にとどめるべきであり，また，再鑑定に備えた試料の温存も必

要となる．したがって，これらの点も考慮したスクリーニング法の構築が求め

られる．  

法薬毒物学鑑定において薬毒物の同定は，ガスクロマトグラフィー (GC)， 

液体クロマトグラフィー(LC)といった分離分析法と，物質識別能力が高い質量

分析(MS)法を組み合わせた GC/MS，LC/MS により達成され，公判においても

信頼性の高い同定法として評価され得る 32-34)．これらの分析に先立ち，難揮発

性化合物の揮発性化合物への変換，熱安定性の増大，イオン化効率の増大によ
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る検出感度の向上などの目的で誘導体化反応が用いられることがある．その反

応が分析対象成分に特異的なもので，MS による検出において特徴的なフラグ

メンテーションが起きる場合には，その分析の特異性が増し，物質同定の一助

となる．PQ・DQ を水素化ホウ素ナトリウムや塩化ニッケルを用いた還元反応

により非イオン性の還元体とし，GC/MS で検出する方法 10-13)はあるが，尿や血

清・血漿を試料としており，法薬毒物学鑑定において試料となり得る全血液に

ついては未だ検討されていない．また，誘導体化反応と LC/MS を組み合わせた

生体試料中の PQ・DQ の分析法についての報告はこれまでになく，従来は，

LC/MS として親水性相互作用クロマトグラフィー(HILIC)か，あるいは逆相系

カラム(C18)にイオンペア試薬を添加した移動相を用いるといった特殊な条件

により，PQ・DQ を直接検出する方法 22-31)が一般的であった．法薬毒物学鑑定

において，多くの薬毒物は C18 カラムとギ酸アンモニウムや酢酸アンモニウム

などの揮発性塩を含む移動相を用いる条件で分析することが多く，HILIC カラ

ムやイオンペア試薬を用いる条件は，他の薬毒物の分析との共用は困難である．

特に，イオンペア試薬を用いた場合には，イオンペア試薬がカラムや LC/MS 装

置の配管，検出部などに残存するため，分析後のメンテナンスに多大な時間を

要する．したがって，これらの問題点を改善した特異性の高い PQ・DQ の定性

分析法の確立が望まれている．  

薬毒物を用いた犯罪の公判では，被害者の体内から検出された薬毒物の濃度

が適用される罪名や量刑などに大きな影響を及ぼすため，定性分析に加えて定

量分析も求められることがある．その結果が公判の争点となり，他の機関によ

る再鑑定が行われることもあるため，より信頼性の高い定量分析法が必要とな

る．血液や尿などの生体試料中の薬毒物の定量においては，試料採取，有機溶

剤による除タンパク処理，抽出，誘導体化反応および装置への注入など，各操

作の過程で生じうる誤差を補正するため，分析対象物質と類似した化学構造と

性質を持つ物質を内部標準物質として試料に添加することが多い．更に，検出

方法として MS を選択した場合には，イオン化の際にマトリックス由来の夾雑

物の影響により起きるイオンサプレッションまたはイオンエンハンスメントと

いったマトリックス効果の影響が非常に大きく，適切に補正しないと正確な定

量値が得られないという問題がある．しかし，内部標準物質の化学構造と性質
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が類似しているだけではマトリックス効果の補正が不十分であるため，分析対

象物質の水素 (H)または炭素 (12C)をそれぞれの安定同位体である重水素 (D)， 

質量数 13 の炭素(13C)で標識した安定同位体標識物質を内部標準物質として用

いた同位体希釈質量分析がしばしば用いられる．安定同位体標識物質は，分析

対象物質と物理的および化学的性質がほぼ同じであり，各操作の過程で生じる

誤差はもとより，MS で検出する際のマトリックス効果の補正効果もあること

から，これを用いることでより精確性の高い定量が可能となる．PQ・DQ の分

析においても，安定同位体標識 PQ・DQ を内部標準物質として定量を検討した       

報告 25, 31)がある．これらの中では安定同位体標識 DQ として DQ-d4 (Fig. 2)を用

いているが，近年，D-H 交換反応により DQ-d4から DQ が生成し，その結果，

誤検出が起き，正確な定量値が得られないといった危険性が指摘されている 35)．

したがって，このような問題が起きないような DQ-d4に代わる新たな安定同位

体標識 DQ が必要であり，PQ の分析と合わせた精確性の高い定量法の開発が 

不可欠である．  

 

 

Fig. 2 Chemical structure of DQ-d4. 

 

 そこで本研究では，法薬毒物学鑑定において重要な分析対象となるアルキル

ジピリジニウム塩系農薬である PQ・DQ について，微少試料からの迅速スク 

リーニング法，公判に耐え得る証明力の高い定性分析法，同位体希釈質量分析

による高感度かつ精確性の高い定量分析法を合わせた体系的分析法を確立する

ことを目的とした．  
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第 I章 微少試料からの PQおよび DQの迅速スクリーニング法 

第 I章 の構築  

 

第 1 節 序論  

 PQ および DQ は，いずれもアルキルジピリジニウム塩系の農薬に分類される

非ホルモン型の非選択性茎葉処理除草剤であり，「毒物及び劇物取締法」では，

PQ はその塩の種類に関わらず毒物に，DQ はその二臭化物(DQ ジブロミド)が

劇物に指定されている．これらを有効成分とする除草剤製品を清涼飲料水など

に混入し，喫食させることによる傷害または殺人事件が発生した場合，本事件

に関わる証拠物件が鑑定資料として科学捜査研究所に持ち込まれる．PQ また

は DQ を含有する資料成分に対するスクリーニングは，水酸化ナトリウム

(NaOH)水溶液とハイドロサルファイトナトリウム (Na2S2O4)を添加することに

よる呈色試験 3)が一般的である．この呈色試験は，塩基性下，DQ の一部が不可

逆的に分解を受けて呈する黄色 36)，PQ・DQ が還元剤により一電子還元を受け

て生成する一価のラジカルカチオンがそれぞれ呈する青色や黄緑色 37, 38)によ

り PQ・DQ の含有を簡易的に判定するものである(Fig. I-1)．  

 

Fig. I-1 Color reactions of PQ and DQ. (a) water (blank) + NaOH, (b) PQ + NaOH,  

(c) DQ + NaOH, (d) water (blank) + NaOH + Na2S2O4, (e) PQ + NaOH + Na2S2O4,   

(f) DQ + NaOH + Na2S2O4. 

 

この呈色試験は，事故防止のために製剤に添加されている催吐剤や青色色素，

試料のマトリックス成分が妨害となるため，前処理による夾雑物の除去が必要

(a) (b) (c) 

(d) (e) (f) 
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となる．これまでに前処理方法として，逆相系の SPE カートッジを用いた抽出

法が報告されている 39, 40)が，この方法では 1 検体あたり 30 分程度の時間がか

かり，迅速な方法であるとは言い難い．また，呈色試験の検出感度については，

PQ で 1 g/mL，DQ で 3 g/mL3)であることから，清涼飲料水に混入された場合

のように PQ・DQ の濃度が高い場合には，PQ・DQ 含有の判定が十分に可能で

あるが，生体試料の場合は，軽症の場合や治療後のものでは PQ・DQ の濃度が

低い場合があり，その含有を見落とす恐れがある．更に，科学捜査研究所にお

ける鑑定では，再鑑定に備え，試料の消費は最小限に抑えなければならないこ

とから，これらの点に配慮した迅速スクリーニング法の開発が必要とされる．     

PQ・DQ が混入された清涼飲料水については，ピペットチップ型 SPE デバイ

スによるマイクロ固相抽出(SPE)を抽出方法として選択し，呈色試験により含

有の有無を判定する方法を検討した．ピペットチップ型 SPE デバイスは，  

Fig. I-2 に示すように，ピペットチップ先端に微量の固相を充填したしたもので

あり，固相のコンディショニングから保持した目的物質の溶出までの一連の操

作をマイクロピペットに装着した状態のままで行うことができる．これを用い

ることで，少量の試料から簡便かつ迅速に目的物質の抽出を達成することが可

能となる．更に，従来の SPE カートリッジによる抽出法と比較して，専用のバ

キュームマニホールドが不要となり，また，使用する有機溶剤の量が極少量で

済み，溶出時の目的成分の希釈も最小限に抑えることができるなどの利点が 

あり，覚せい剤や抗うつ薬といった法薬毒物学鑑定において分析対象となり 

得る薬物の分析に適用した報告例 41-49)もある． 

 

Fig. I-2 Micropipette tip type solid phase extraction (SPE) device. 
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生体試料中(血液および尿)の PQ・DQ については，呈色試験に代わる簡便か

つ高感度な検出法としてマトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質

量分析(MALDI-TOF-MS)法を選択した．また，生体試料のうち，血液のような

粘性の高い試料では，上記のピペットチップ型 SPEデバイスが詰まってしまい，

抽出が困難な場合があることから，このような試料に対応することができる抽

出方法として固相分散抽出(SPDE)法を選択し，更に，これを MALDI-TOF-MS へ

適用することで，低濃度試料に対応可能な方法を検討した．MALDI-TOF-MS は，

GC や LC といった分離分析技術とのオンライン連結は原理的に困難であるも

のの，薬毒物の含有の有無の判定に資する精密質量情報が取得可能であり，  

かつ測定にかかる時間はわずか数秒という利点がある．実際，MALDI-TOF-MS

を用いたヒト血液，尿および組織中の薬毒物分析について報告例 50-58)がある．

SPDE は，SPE の一種で，液体試料中に固相を分散させる方法であり，ごく短時

間のうちに固相と液相間で目的物質の分配が平衡に達するため，SPE カート 

リッジを用いる場合と比較すると，試料負荷，洗浄および溶出の各過程での流

量の調節が不要で抽出に要する時間を短縮することができ，また，溶出液の量

は，固相が分散する程度の極少量でよいことから，濃縮にかかる時間も短縮で

きるという利点があり，生体試料中の睡眠薬や危険ドラッグなどの分析に適用

した分析例が報告 59-61)されている．  

本研究では，PQ・DQ が清涼飲料水に混入された試料を想定したピペット  

チップ型 SPE デバイスを用いた μSPE と呈色試験，並びに生体試料に適用可能

な SPDE と MALDI-TOF-MS を併用した方法を，微少試料からの PQ・DQ の迅

速スクリーニング法として，法薬毒物学鑑定における有用性を検討した．  

 

第 2 節  μSPE－呈色試験による清涼飲料水中 PQ および DQ のスクリーニング  

 

第 1項 ブチルシリカ(C4)，オクダデシルシリカ(C18)タイプのピペットチップ型 SPE 

    デバイスによる清涼飲料水試料からの PQ・DQの抽出 

試料の希釈に 0.5 M 炭酸緩衝液(pH 10)を，溶出に 5 mM ギ酸アンモニウム緩

衝液(pH 3.5)を用い，目的成分を保持する際の吸引・吐出を 5 回繰り返し，得ら

れた抽出液について呈色試験を行ったところ，C4 を用いた場合は，いずれの 
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濃度の試料(コーラまたはコーヒー飲料に除草剤製品を体積分率 0.01 %，0.1 %，

1 %となるように添加したもの )から得られた抽出液において呈色が確認され 

た．他方，C18 を用いた場合には，添加濃度 1 %および 0.1 % の試料について

は，呈色は確認されたが，添加濃度 0.01 %の試料については，呈色が認められ

なかった．これは，C18 を用いた場合の回収率が C4 を用いた場合のそれと比

較して低く，呈色試験の検出限界を下回ったためと考えられた．PQ・DQ の濃

度が各 2 μg/mL となるように標準水溶液を添加したコーラおよびコーヒー飲料

を用い，LCにより回収率を求めたところ，C4を用いた場合でいずれも約 30 %，

C18 を用いた場合は 20～25 %と，C4 を用いた場合よりも低かった．  

試料の希釈に 0.1 M または 1 M 炭酸緩衝液(いずれも pH 10)を用い，初期条

件(0.5 M 炭酸緩衝液(pH 10))で抽出した際の回収率を基準として比較したとこ

ろ，0.1 M 炭酸緩衝液を用いた場合が最も回収率が高く，PQ については約  

1.2 倍，DQ については約 1.4 倍であった．しかし，1 M 炭酸緩衝液を用いた場

合は回収率が低下し，PQ については基準の約 7 割，DQ については約 6 割にと

どまった．これらのことから，塩基性下(pH 10)において，PQ・DQ は塩濃度(イ

オン強度)が低い方が固相に保持されやすくなることが示唆された．ジカチオン

である PQ・DQ は，固相の基材であるシリカゲル表面のシラノール基とのイ   

オン交換相互作用により保持されているため，ナトリウムイオン濃度が低いほ

ど，PQ・DQ との競合が起きにくく，結果として，回収率が高くなったものと

考えられた．  

次に，溶出液として用いる 5 mM ギ酸アンモニウム緩衝液の pH を 3.0, 2.5, 

2.0 とし，初期条件(pH 3.5)での回収率を基準として比較したところ，pH 2.5 お

よび pH 2.0 とした場合が最も回収率が高かったため，pH は 2.5 以下とすれば

よいものと考えられた．  

続いて，成分を保持する際の吸引・吐出の回数を 10 回，20 回および 30 回と

し，初期条件(5 回)での回収率を基準として比較したところ，20 回および 30 回

の場合に回収率が最も高く，PQ については約 1.4 倍，DQ については約 1.2 倍

であった．しかし，抽出時間の短縮を考慮すると，回収率は若干低下する (PQ; 

約 1.2 倍，DQ; 約 1.1 倍)ものの，10 回が適当であると考えられた．  

上記の結果を総合し，改良した抽出方法を Fig. I-3 に示す．この方法を用い
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て，PQ・DQ の回収率を求めたところ，改良前は 20～30 %前後であった回収率

が，50～60%程度に改善された(Table I-1)．また，抽出にかかる時間は試料 1 検

体当たり 3 分程度であり，従来の SPE カートリッジを用いた方法と比較する

と，10 分の 1 程度に短縮された．  

 

Sample (100 μL) 

Add 0.1 M carbonate buffer, pH 10 (100 μL) 

OMIX® pipette tips (C18 or C4 type) 

Condition with methanol (200 μL × 1) followed by distilled water (200 μL × 1) 

Load sample (aspirate/dispense × 10) 

Wash with distilled water (200 μL × 2) followed by methanol (200 μL × 2) 

Elute with 5 mM ammonium formate, pH 2.5 (100 μL, aspirate/dispense × 10) 

Eluate 

 

Color test  

 

Fig. I-3 Optimized extraction procedure with OMIX® pipette tips (C18 or C4 type). 

 

 

Table I-1 Intraday recoveries (n = 5 each) of PQ and DQ from coke and coffee using 

the present procedure 

 Analyte Sample 
Amount added 

(μg/mL) 
Sorbent type 

Recovery  

(%) 

RSD 

(%) 

PQ 

Coke 2  
C4 48.7 2.2 

C18 50.1 2.3 

Coffee 2  
C4 55.1 3.0 

C18 55.9 2.8 

DQ 

Coke 2  
C4 57.2 2.7 

C18 53.0 2.8 

Coffee 2  
C4 60.8 2.9 

C18 57.5 1.9 
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第 2項 強酸性カチオン交換(SCX)タイプのピペットチップ型 SPEデバイスによる清 

第 2項 涼飲料水試料からの PQ・DQの抽出 

PQ・DQ はいずれも強カチオン性化合物(4 級アンモニウム)であり，pH 調整

をしなくても，SCX 固相のスルホン酸基(－SO3
-)とのイオン交換相互作用によ

り強固に保持される．強酸性カチオン交換作用で保持された塩基性化合物を溶

出するためには，アンモニア水などの高 pH の溶液を通じて保持された化合物

を非解離状態とするか，または対象物質よりも強いカウンターイオンを含んだ

溶液，あるいは塩濃度の高い溶液を通じて競合させる必要がある．しかし，   

PQ・DQ はいずれも塩基性下では不安定で分解するため，高塩濃度の溶液で溶

出する方法を採用し，調製が容易な飽和食塩水を用いることとした．  

SCX タイプを用いて，除草剤製品添加試料から Fig. I-4 に示す方法により得

られた抽出液について，呈色試験を行ったところ，いずれの試料 (添加濃度

0.01 %，0.1 %，1 %)でも呈色が確認された．本法は，試料の pH 調整が不要で

あり，必要な試薬類としては，蒸留水，メタノールおよび飽和食塩水だけでよ

く，C4 および C18 タイプのものを用いた場合と比較するとより簡便であるこ

とから，呈色試験のための迅速な前処理法として優れているものと考えられた．

なお，本法で処理した場合，溶出液が多量の塩化ナトリウムを含有するため LC

での分析が困難であり，回収率を算出することはできなかった．しかし，添加

濃度 0.01 %の試料でも呈色は確認されたことから，C18 および C4 タイプを用

いた場合に近い回収率は得られているものと推察された．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 13 - 

Sample (100 μL) 

Add distilled water (100 μL)   

OMIX® pipette tips (SCX type) 

Condition with methanol (200 μL × 1) followed by distilled water (200 μL × 1) 

Load sample (aspirate/dispense × 10) 

Wash with distilled water (200 μL × 2) followed by methanol (200 μL × 2) 

Elute with saturated NaCl aq. (100 μL, aspirate/dispense × 10) 

Eluate 

 

Color test  

 

Fig. I-4 Extraction procedure with OMIX® pipette tips (SCX type). 

 

第 3 節 SPDE－MALDI-TOF-MS による生体試料中 PQ および DQ のスクリー

ニング  

 

第 1 項 マトリックスの種類および濃度の検討  

 MALDI-TOF-MS においては，対象化合物によって最適なマトリックスとその

濃度が異なるため，初めにこれらについて検討した．マトリックスの種類とし

ては，MALDI-TOF-MS で低分子化合物の測定に汎用される-シアノ-4-ヒドロ

キシ桂皮酸 (CHCA)と 2,5-ジヒドロキシ安息香酸 (DHB)を選択し，これらを各     

10 mg 秤りとり，0.2 %トリフルオロ酢酸水溶液/アセトニトリル混液(1:1，v/v) 

1 mL を加えたものをマトリックス溶液とした．これに PQ・DQ 標準溶液を添

加(PQ・DQ の終濃度各 0.2 μg/mL)したものをターゲットプレート上に塗布して

測定した．その結果，いずれのマトリックス溶液でも PQ・DQ は検出されたが，

DHB の場合はターゲットプレート上で不均一な針状結晶が形成され，レーザー

照射箇所により PQ・DQ の検出強度に大きなばらつきが認められ，検出されな

い箇所もあった．このため，含有の有無の判定に時間がかかり，見落としのリ

スクも否定できないことから，スクリーニングを目的とした分析において，

DHB の使用は適切ではないと考えられた．他方，CHCA では比較的均一な薄膜
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が形成され，レーザー照射箇所による PQ・DQ の検出強度のばらつきは少な 

かったため，マトリックスには CHCA を用いることとした．Fig. I-5 に，マト 

リックス溶液をターゲットプレート上に塗布した状態を示す．   

  

Fig. I-5 Optical images of MALDI target plate where the matrix solutions were applied 

on the well (left: DHB, right: CHCA) taken by using a mounted CCD digital camera. 

 

 また，CHCA の濃度について，1，2，5，10 mg/mL および飽和濃度の 5 種類

を検討したところ，濃度が高いほど PQ・DQ がよく検出される傾向が認められ

たことから，用いるマトリックス溶液の CHCA 濃度は飽和濃度とすることとし

た．  

 

第 2 項 マススペクトル  

マトリックス溶液に PQ・DQ 標準溶液を添加(PQ・DQ の終濃度各 0.2 g/mL)

したものについて測定したところ，PQ (M2+の計算精密質量 186.1157)ではラジ

カルカチオン M+ ･ (m/z 186.11)が顕著に検出され，DQ (M2+の計算精密質量

184.1000)ではラジカルカチオン M+･(m/z 184.10)と脱プロトン化イオン [M-H]+ 

(m/z 183.10)が検出された(Fig. I-6)．したがって，PQ については M+･，DQ につ

いては M+･および[M-H]+の検出をもってその含有の有無を判定することとした． 

1 mm 1 mm
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Fig. I-6 MALDI-TOF mass spectra obtained from the matrix solutions containing PQ 

or DQ at concentration of 0.2 g/mL (upper: PQ, lower: DQ).  

 

第 3項 前処理の検討 

1 )  血液試料の除タンパク処理  

 血液試料については，溶血により遊離したヘムタンパク質や腐敗により変性

して析出したタンパク質など，遠心分離では除去しきれない成分があるため，

SPDE の前に除タンパク処理が必要であると考えられた．除タンパク法として

は，簡便な有機溶媒を添加する方法を選択し，メタノール，エタノールおよび

アセトニトリルを用いて検討した．血液試料 0.1 mLを超純水 0.1 mLで希釈し，

これにメタノール，エタノールまたはアセトニトリル 0.4 mL をそれぞれ加え，

高速振盪機で攪拌 (1 min)し，遠心分離 (10000 rpm，1 min)後，得られた上清      

0.5 mL に対し SPDE により PQ・DQ を抽出した．エタノールを用いた場合， 

除タンパク液に超純水を加えた時点で濁りが生じ，これが固相と共に沈殿して
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しまったため，エタノールの使用は不適当と判断した．メタノールではヘム  

タンパク質が完全には除去しきれず，除タンパク後の上清が淡赤色を呈した．

この抽出液を SPDE でクリーンアップし，MALDI-TOF-MS で測定したところ，

アセトニトリルと比較して PQ・DQ の検出強度が低いという結果となった．こ

れは，残存したヘムタンパク質が PQ・DQ の抽出を妨害したか，またはマト  

リックス効果として PQ・DQ のイオン化を抑制したためと考えられた．アセト

ニトリルでは，上記のような濁りの生成や除タンパク液の着色はなく，PQ・DQ

は良好に検出されたため，除タンパク処理はアセトニトリルを用いて行うこと

とした．  

2 ) SPDE 

 PQ・DQ はいずれも強カチオン性化合物であるため，市販されているカチ  

オン交換能を有する固相抽出剤のうち，強カチオン性化合物用の Oasis® WCX

を用いた迅速な前処理法を検討した．各試料中の PQ・DQ の濃度は，0.05 μg/mL

とし，溶出に用いるマトリックス溶液の量については，濃縮の過程を省略する

ため最小限の量(8 μL)とした．  

使用する Oasis® WCX の量を 0.5，1，2 mg で検討したところ，PQ・DQ の検

出強度は，0.5 mg＜1 mg≒2 mg であったが，固相の量が 2 mg の場合は 1 mg の

場合と比較して固相量が多い分，溶出した際の上清(液層)の割合が少なく採取

が困難であったため，固相の量は 1 mg とした．  

また，使用する固相の量を 1 mg とし，Oasis® WCX の粒子径 30 μm と 60 μm

のものを比較したが，差異は認められなかったため，本研究では粒子径 30 μm

のものを用いることとした．  

抽出に要する時間は 1 検体あたり 10 分程度と，従来の SPE カートリッジを

用いた方法の 3 分の 1 程度の時間で操作が完了し，多検体同時処理も可能で  

あった．また，固相懸濁液は，調製後 180 日のものを用いた場合でも PQ・DQ

は良好に検出されたことから，一度調製すれば長期間ににわたり使用可能で   

あった．  

SPE カートリッジには通常数十～数百 mg の固相が充填されており，保持さ

れた目的物質を溶出するためには数 mL の溶出液が必要で，これを濃縮した後，

測定に適した溶液に再溶解する必要がある．また，目的物質を効率よく保持す
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るためには通液速度の調整が必要となる．これに対し，SPDE は，使用する固相

量を任意に調整することができる，保持や洗浄のステップは攪拌，遠心といっ

た簡便な操作で完了する，固相が分散する程度の極少量の溶出液で溶出が可能

で濃縮に要する時間も少なくて済む，といったメリットがある．本研究では使

用するマトリックス溶液が酸性であることに着目し，極少量 (8 μL)の溶出液を

用いることで通常必要とされる濃縮過程を省略することができ，更なる抽出時

間の短縮化が達成された．したがって，今回構築した，PQ・DQ をターゲット

とした SPDE は，迅速性が求められるスクリーニングのための抽出法として有

用であると考えられた．  

 

第 4 項 最適化した条件における各試料の測定と検出限界，他物質との競合 

最適化した条件により，血液試料および尿試料(PQ・DQ 添加濃度；0 (ブラン

ク)，0.05，0.5，5 μg/mL)について抽出，測定を行ったところ，ブランクの血液

および尿から，PQ・DQ は検出されなかったが，添加試料からはいずれも検出

され，特に低濃度(0.05 μg/mL)の試料でも十分な S/N 比で検出された(Fig. I-7)．

この濃度は PQ・DQ の中毒事例としては軽症程度に相当することから，本法は

現場での実用性が高いことが推察された．なお，本条件下での質量分解能を算

出(半値幅法)したところ，PQ および DQ の M+･で約 2000～4000 であった．検出

限界を m/z 186.11(PQ，M+･)および m/z 183.10(DQ，[M-H]+)を基準にして算出   

(S/N > 3)したところ，いずれの試料も PQ が 0.002 μg/mL，DQ が 0.01 μg/mL で

あった．また，PQ・DQ の検出強度は，おおむね濃度が高いほど大きい傾向が

見られたが，濃度に正比例しているわけではなかったため，測定結果から正確

な濃度を見積もることは困難であった．  
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Fig. I-7 MALDI-TOF mass spectra obtained from blank whole blood, urine, and each 

respective spiked sample containing PQ and DQ at concentration of 0.05 μg/mL. 

 

ブランクの血液および尿について，溶出液として PQ・DQを含有(各 0.2 μg/mL)

するマトリックス溶液を使用し，得られた抽出物を測定した．この際，PQ・DQ

の検出強度と，使用したマトリックス溶液そのものを測定した際の検出強度と
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を比較したところ，ほとんど差はなく，生体試料および固相に起因するマト    

リックス効果はほぼないものと考えられた．  

添加回収率については，溶出液が高濃度の CHCA を含有し，LC/MS 装置への

導入が困難で算出できなかったため，CHCA の溶解に用いた 0.2 %トリフルオ

ロ酢酸水溶液 /アセトニトリル混液 (1:1，v/v)を溶出液として得られた抽出物に

ついて LC/MS を行い，マトリックスマッチング法により作成した検量線をも

とに，検出された PQ・DQ のピーク面積から回収率を算出した(Table I-2)．その

結果，回収率は 30～60 %程度であったが，これは使用する固相の量が少ないこ

とや，除タンパク液中のアセトニトリルが保持を妨害していることなどが要因

と考えられた．実際の溶出液は，CHCA を含有するため，CHCA を含有しない

場合と比較して溶出挙動が多少異なる可能性があるが，ばらつきはそれほど大

きくなかったことから，一定の再現性は得られるものと考えられた．  

 

Table I-2  

Intra-day recoveries (n = 3 each) of PQ and DQ from whole blood and urine samples 

using the present method 

Analyte Sample 
Amount added 

(μg/mL) 

Recovery 

 (%) 

RSD 

 (%) 

PQ 

Whole blood 
0.05      37.8 2.7 

0.05 43.5 2.2 

Urine 
0.05 51.8 8.0 

0.05 67.9 6.5 

DQ 

Whole blood 
0.05 38.3 4.7 

0.05 29.8 1.5 

Urine 
0.05 44.3 5.8 

0.05 48.0 4.8 

 

法薬毒物学鑑定において分析対象となり得る薬毒物には，整数質量が PQ あ

るいは DQ と同じであるため含有の判定を妨害する可能性のあるものが存在す

る．その一例としてエクゴニン ([M+H]+の計算精密質量 186.1124)，クロロエ    

フェドリン，クロロメタンフェタミンおよびクロルフェンテルミン (いずれも

[M+H]+の計算精密質量 184.0887)が挙げられるが，本条件下での質量分解能(約
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2000～4000)では，PQ(M+･の計算精密質量 186.1157)および DQ(M+･の計算精密質

量 184.1000)との識別は困難であるものと考えられた．したがって，本法で   

PQ・DQ の含有が疑われた試料については，引き続いて行う LC/MS などを用い

た本鑑定により最終的な判定する必要がある．  

MALDI-TOF-MS による PQ・DQ の検出には，装置が必要であるが，ターゲッ

トプレートへのサンプルの塗布や装置への導入は 5 分程度で済むことから，従

来の呈色試験と比較して，迅速性の面でも劣ることなく，PQ・DQ の含有の有

無の判定に資する質量情報が得られ，更に検出感度についても PQ が 200 倍，

DQ が 150 倍高いという点で優れていた．  

 

第 4節 小括 

法薬毒物学鑑定において重要な分析対象物質である PQ・DQ について，  

PQ・DQ 混合除草剤製品を混入された食品試料(清涼飲料水)と，PQ・DQ を摂取

した者の生体試料を想定した微少試料からの迅速スクリーニング法を構築した． 

清涼飲料水に混入された PQ・DQ は，ピペットチップ型 SPE デバイスである

OMIX® pipette tips を用いた μSPE により，C4 タイプで 48 %以上，C18 タイプ

で 50 %以上の回収率が認められ，試料量 0.1 mLの除草剤製品添加濃度 0.01 %

の試料まで呈色試験による確認が可能であった．また，SCX タイプを用いた場

合も，同濃度の試料まで呈色の確認が可能であったが，C4 および C18 タイプ

を用いた場合と比較して，試料の pH 調整が不要であり，操作も簡便で，更に   

抽出に要する時間は約 3 分と，従来の SPE カートリッジを用いた方法の 10 分

の 1 程度であった．   

生体試料(血液および尿)中の PQ・DQについては，試料中の PQ・DQの濃度が低い

場合を考慮し，より高感度なスクリーニング法を検討した．試料量を 0.1 mL とし，

SPDEにより抽出した後，MALDI-TOF-MS で検出する方法を構築した．血液試料

に対してはアセトニトリルによる除タンパク処理を，尿については遠心分離をそれぞ

れ行った後，弱酸性カチオン交換能をもつ固相(Oasis® WCX)を用いた SPDE を

行い，溶出液にマトリックス溶液(CHCA のトリフルオロ酢酸水溶液 /アセトニ

トリル溶液)を用い，その溶出液について直接 MALDI-TOF-MS を行ったところ，

軽症を想定した低濃度(0.05 μg/mL)の試料においても PQ・DQ は良好に検出さ
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れた．SPDE にかかる時間は 1 検体あたり 10 分程度と，従来の SPE カートリッ

ジを用いた方法の約 3 分の 1 程度である上，多検体同時処理も可能で，かつ，

用いる固相の量は微量(1 mg)で済むことから，コストパフォーマンス面でも優

位であると考えられた．MALDI-TOF-MS による PQ・DQ の検出は，呈色試験と

比較して迅速性の面も遜色は無く，PQ・DQ の含有の判定に資する質量情報が

取得可能で，更に検出感度の面では PQ で 200 倍，DQ で 150 倍高いという利点

があった．また，１検体あたりの測定所要時間が数秒と短いため，検体数が  

多い場合には特に有利である．  

したがって，μSPE－呈色試験，SPDE－MALDI-TOF-MS を用いた本法は，微

少試料(0.1 mL)から PQ・DQ の含有の有無を迅速に判定できることから，迅速  

スクリーニング法として，法薬毒物学鑑定上，非常に有用であることが示さ    

れた．  
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第 II 章 酸化法－LC/MS による生体試料中 PQ および DQ の  

第 II 章  定性分析法の構築 

 

第 1 節 序論  

法薬毒物学鑑定においては，薬毒物の摂取を証明するために，生体試料から

その成分を検出し，同定する必要がある．覚せい剤，大麻，麻薬などの法規制

薬物の同定は，薬物分析に関する国際団体である SWGDRUG (Scientific Working 

Group for the Analysis of Seized Drugs；押収薬物分析のための科学ワーキンググ

ループ)のガイドラインに基づき行われる．ガイドラインの中では，各種分析法

を以下の 3 つのカテゴリー(下記)に分類しており，最も識別能力の高いカテゴ

リーA の分析法から 1 種，この他にカテゴリーA，B，C の中から最低でも 1 種

の分析法を組み合わせた方法を用いることを推奨している 62)．  

 

カテゴリーA；赤外分光法，質量分析法，ラマン分光法，X 線回折法など  

カテゴリーB；ガスクロマトグラフィー，液体クロマトグラフィー，薄層  

カテゴリーB；クロマトグラフィー，キャピラリー電気泳動法など  

カテゴリーC；呈色反応，蛍光分光法，紫外分光法，イムノアッセイなど  

 

自然毒，農薬などの鑑定においても，公判の維持を考慮すると，このガイド

ラインに基づいて行われることが望ましい．PQ・DQ の分析に関し，第 I 章で

述べた生体試料中の MALDI-TOF-MS を用いたスクリーニング法は，分離分析

は伴わず，MS を単独で用いたものであり，SWGDRUG のガイドラインを満た

したものではない．ガイドラインでは，保持時間情報(カテゴリーB)と質量情報

(カテゴリーA)が同時に得られる GC/MS や LC/MS などの複合分析技術は，1 回

の分析で上記の推奨条件を満たすものと位置付けられていることから，スク  

リーニングにより PQ・DQ の含有が疑われた試料については，これらの分析法

を採用することでその含有の証明が可能となる．また，MS で物質を同定する

際，分析に先立ち分析対象物質をその誘導体へ変換することがあり，その誘導

体化反応が分析対象成分に特異的なもので，特徴的なフラグメンテーションが

起きる場合には，その分析の特異性が増し，証明力はより高まる．  
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生体試料中の PQ・DQ の分析についての報告のうち，GC/MS による         

方法 10-13)は，GC/MS に先立ち PQ・DQ を還元体へと変換しているが，尿や血

清・血漿を試料としており，法薬毒物学鑑定において試料となり得る全血液に

ついては検討されていない．また，LC/MS による方法 22-31)は，GC/MS による

方法よりも高感度ではあるが，直接 PQ・DQ を分離・検出するもので，誘導体

化反応を組み合わせた方法についての報告はない．PQ・DQ はいずれもジカチ

オンであることから， LC/MS で用いられることの多い一般的な条件 (C18   

カラムとギ酸アンモニウムなどの揮発性塩を含む移動相の組み合わせ )では 

カラムに保持されず，分離分析が困難となるため，HILIC カラムを用いる，  

移動相にイオンペア試薬を添加するなどの特殊な条件が必要となり，他の  

薬毒物の分析との分析条件の共有が難しいという問題もある．  

これまでに，除草剤製品または生体試料中の PQ・DQ を誘導体化反応(酸化

反応)により対応するジピリドン (Fig. II-1，以下，それぞれ PQ 酸化体および  

DQ 酸化体とする)に変換し，内径 6.0 mm の C18 カラムとイオンペア試薬を添

加した移動相を用いた蛍光検出－液体クロマトグラフィーにより検出する    

方法 63, 64)が報告されている．この他にも，農作物中の PQ・DQ を各酸化体とし

た後，内径 2 mm 程度の C18 カラムとイオンペア試薬を用いない一般的な移動

相を用いて各酸化体を分離し質量分析により検出する方法 65)もあり，分子量や

構造情報が得られるマススペクトルが取得できるという点で優れているが，生

体試料へ適用した報告は見当たらない．したがって，本研究では，生体試料中

の PQ・DQ について，酸化反応を利用した特異性の高い，かつ，特殊な LC/MS

条件を必要としない定性分析法の構築を検討した．  

 

 

Fig. II-1 Chemical structures of PQ-oxide (left) and DQ-oxide (right). 
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第 2 節 LC/MS 

  

第 1 項 移動相の検討  

移動相に用いる有機溶媒について，水系移動相を 10 mM ギ酸アンモニウム緩

衝液(pH 3)とし，有機溶媒にはメタノールまたはアセトニトリルを検討した．

その結果，感度の面では両者にほとんど差は認められなかったものの，分離状

況としてアセトニトリルでは両ピークが重なったが，メタノールでは PQ 酸化

体と DQ 酸化体のピークは良好に分離した．そこで，有機溶媒にはメタノール

を採用した．  

移動相に用いる揮発性塩の溶液について，10 mM ギ酸アンモニウム緩衝液 

(pH 3)，10 mM 酢酸アンモニウム緩衝液(pH 5)，10 mM 酢酸アンモニウム水溶

液(pH 6.5)を検討したところ，PQ 酸化体と DQ 酸化体の各保持時間は pH によ

らずほぼ一定(PQ 酸化体；10.4 min，DQ 酸化体；9.0 min)であったが，溶液の pH

が低いほどピーク強度が増加する傾向が認められた(Fig. II-2)．  

以上のことから，移動相には 10 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3)とメタ 

ノールの混合液を用いることとした．  
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Fig. II-2 Total ion chromatograms by LC/MS with three types of mobile phase at 

different pH (3, 5 and 6.5) obtained from standard solution of PQ-oxide and DQ-oxide.  

  

第 2 項 コーン電圧の検討  

LC/MS で汎用されるエレクトロスプレーイオン化法(ESI)は，GC/MS で多用

される電子イオン化法(EI)と比較して，ソフトなイオン化法であり，ポジティブ

モードでは主にプロトン付加イオン [M+H]+が生成する．しかし，ESI でも   

コーン電圧を調節することでフラグメンテーションを起こすことでき，物質同

定に有益なフラグメントイオンが検出される場合がある．そこで PQ・DQ の各

酸化体について コーン電圧を 40，50，60 V としてマススペクトルを測定した

ところ，DQ 酸化体は 40 V でプロトン付加イオン[M+H]+の他にフラグメントイ

オンが観測され，他方，PQ 酸化体はコーン電圧が 60 V でフラグメントイオン

が観測された．そこで，定性確度を高めるため，コーン電圧は，フラグメント

イオンが生成する 60 V(PQ 酸化体)および 40 V(DQ 酸化体)とした．各酸化体の

マススペクトルを Fig. II-3 に示す．  
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Fig. II-3 Mass spectra of PQ-oxide (upper, cone voltage ; 60 V) and DQ-oxide 

(lower, cone voltage ; 40 V). 

 

第 3 節 SPDE とその効果の検討  

尿試料を遠心分離して得られた上清について，SPDE を行わずに酸化反応を

行ったところ，PQ 酸化体は良好に検出されたが，DQ 酸化体は尿由来と考えら

れる妨害ピークが重なり，同定が困難であった．このため，酸化反応の前に妨

害成分を除去する操作が必要であると考えられた．生体試料中の PQ・DQ の抽
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出については，Sep-Pak® C18を用いる SPE 法 39, 40)が非常に有効であることが知

られているが，本研究では，より短時間で簡便に PQ・DQ を抽出する方法とし

て SPDE 法を検討した．第 I 章で用いた方法を参考に，弱酸性カチオン交換能

を持つ固相(Oasis® WCX)を用いて検討したところ，DQ 酸化体のピークに重な

る妨害成分は除去され，各酸化体を良好に検出することができた．PQ・DQ の

回収率(PQ・DQ 各 0.5 μg/mL，平均値(%)±S.D.)は PQ が 86 %±9.8，DQ が    

85 %±11.1 で，各酸化体の生成率が上昇する効果 (PQ 酸化体；70 %→80 %，   

DQ 酸化体；15 %→50 %)も認められた．  

 

第 4 節 酸化反応条件の最適化  

 

第 1 項 水酸化ナトリウム濃度の検討  

ブランク血液の除タンパク液およびブランク尿の SPDE 抽出液に，PQ・DQ

の濃度が各 1 μg/mL となるように標準溶液を添加したものについて，フェリシ

アン化カリウム濃度を 1 mg/mL に固定し，水酸化ナトリウム濃度を 7 M から

20 M の間で酸化反応を行い，水酸化ナトリウム濃度の最適条件を検討した．各

酸化体の生成率は，ブランク血液，ブランク尿について同様の操作を行った後，

各酸化体の標準品溶液を添加したものを測定して得られた検量線をもとに算出

した．  

PQ 酸化体の生成率は，血液試料については水酸化ナトリウム濃度 11 M 以上

で，尿試料については 7 M 以上で約 80 %で一定となった．DQ 酸化体の生成率

は，血液試料，尿試料共に，20 M でそれぞれ 42 %，54 %と最大となった．水

酸化ナトリウム濃度と各酸化体の生成率の関係を Fig. II-4 に示す．  
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Fig. II-4 Effect of sodium hydroxide (NaOH) concentration on oxidation of PQ (■) 

and DQ (●) in a spiked whole blood sample (upper) and a spiked urine sample (lower).   

 

これらの結果から，酸化反応に用いる水酸化ナトリウム濃度は，血液試料の

DQ 酸化体の生成率が尿試料のそれと比較して低いことを考慮し，血液試料で

DQ 酸化体の生成率が最大となる 20 M とすることが適当と考えられた．しか

し，水酸化ナトリウム濃度が 15 M と 20 M のときの DQ 酸化体の生成率を比較

すると，血液試料では 40 %と 42 %，尿試料では 50 %と 54 %と，生成率の上昇
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幅はそれほど大きくない．また，高濃度の水酸化ナトリウム水溶液は，調製が

煩雑であることから，水酸化ナトリウム濃度は 15 M とすることとした．  

 

第 2 項 フェリシアン化カリウム濃度の検討  

ブランク血液の除タンパク液およびブランク尿の SPDE 抽出液に PQ・DQ の

濃度が各 1 g/mL となるように標準溶液を添加したものについて，水酸化ナト

リウム濃度を 15 M に固定し，フェリシアン化カリウム濃度を 0.1 mg/mL から

100 mg/mL の間で酸化反応を行い，フェリシアン化カリウム濃度の最適条件を

検討した．各酸化体の生成率は，第 4 節第 1 項と同様の方法で算出した．  

PQ 酸化体の生成率は，尿試料についてはフェリシアン化カリウム濃度が 

2.5 mg/mL のときに最大となり，他方，血液試料については 1 mg/mL のときに

最大になった．DQ 酸化体の生成率は，尿試料，血液試料共に 1 mg/mL のとき

にそれぞれ最大になった．尿試料，血液試料共に，各酸化体の生成率が最大と

なった後は，フェリシアン化カリウム濃度が高くなるにつれ，各酸化体の生成

率が減少する傾向が認められた．フェリシアン化カリウム濃度と各酸化体の生

成率の関係を Fig. II-5 に示す．  

これらの結果から，フェリシアン化カリウム濃度は，DQ 酸化体の生成率が

最大となる 1 mg/mL を最適濃度として採用した．  
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Fig. II-5 Effect of potassium ferricyanide concentration on oxidation of PQ (■) and 

DQ (●) in a spiked whole blood sample (upper) and a spiked urine sample (lower).  

 

第 5 節 酸化反応後の SPE の検討  

ブランク血液およびブランク尿の酸化反応液に，PQ・DQ の各酸化体を各  

1 µg/mL となるように添加し，これについて逆相－強塩基性アニオン交換タイ

プの固相が充填された SPE カートリッジ Oasis® MAX(60 mg/3 mL，粒子径   

60 µm)を用いた抽出法を検討した．コンディショニング(メタノールおよび蒸留

水)と溶出(メタノール)の方法を固定し，洗浄に用いる溶液または溶剤について
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びヘキサンを検討したところ，蒸留水/メタノール混液・蒸留水/アセトニトリル

混液ではいずれも各酸化体の溶出が認められたが，ヘキサンでは各酸化体の溶

出は認められなかった．また，SPE カートリッジの洗浄に用いたヘキサンを濃

縮した後，GC/MS を行ったところ，血液・尿由来と考えられるコレステロール

が検出されたため，一定の洗浄効果はあるものと考えられた．これらの結果か

ら，洗浄液はヘキサンを用いることとした．次に，コンディショニング (メタ  

ノールおよび蒸留水)と洗浄(ヘキサン)の方法を固定し，溶出に用いる溶剤とし

てメタノール，アセトニトリルおよび酢酸エチルを検討したところ，酢酸エチ

ルでは各酸化体を溶出しきれなかったが，メタノールおよびアセトニトリルは

いずれも完全に溶出することができた．この結果から，溶出液としてはメタ    

ノールまたはアセトニトリルが適当であると考えられたが，より沸点の低いメ

タノールの方が留去にかかる時間が少ないことから，溶出にはメタノールを用

いることとした．洗浄液としてヘキサンを，溶出液としてメタノールを用いた

際の血液試料および尿試料からの各酸化体の回収率(平均値(%)±S.D.)は，血液

試料(n=5)では PQ 酸化体が 96.0 %±3.8，DQ 酸化体が 91.9 %±2.7，尿試料(n=5)

では PQ 酸化体が 97.9 %±1.0，DQ 酸化体が 92.8 %±2.3 と良好であった．  

前処理(血液試料；除タンパク処理，尿試料；SPDE)，酸化反応および SPE を

合わせた最終的な PQ および DQ の回収率は，血液試料でそれぞれ約 75 %およ

び約 35 %，尿試料でそれぞれ約 80 %および約 45 %であった．DQ の回収率が  

著しく低いのは，DQ が塩基性下で不安定 66)であり，高濃度の水酸化ナトリウ

ムを使用する酸化反応の過程で一部が分解されたためと考えられた．  

 

第 6 節 血液試料，尿試料への適用と検出限界  

 血液試料および尿試料(PQ・DQ の濃度各 0.5 μg/mL)について，検討した条件

で分析を行ったところ，いずれも PQ・DQ の各酸化体を良好に検出することが

できた(Fig. II-6)．本法での検出限界(S/N > 3)は，尿試料，血液試料共に PQ が

0.2 ng/mL，DQ が 0.5 ng/mL であった．DQ の最終的な回収率は，血液試料で

35 %，尿試料で 45 %程度であったが，これまでに報告されている LC/MS によ

る分析での DQ の検出限界が血液試料で 5 ng/mL22, 23), 50 ng/mL31)，尿試料で

0.13 ng/mL25)，5 ng/mL22)，50 ng/mL31)であることを考慮すると，本法は，血液
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試料では従来の方法よりも高感度で優れており，尿試料についてもそれほど劣

るものではないものと考えられた．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. II-6 Total ion chromatograms by LC/MS obtained from a whole blood sample 

(upper) and a urine sample (lower) spiked with PQ and DQ at concentration of      

0.5 μg/mL each.  
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第 7 節 小括  

生体試料中の PQ・DQ について，酸化法－LC/MS による定性分析法を構築した．

血液試料に対してはスルホサリチル酸による除タンパク処理を，尿試料に対しては弱

酸性カチオン交換能を持つ固相(Oasis® WCX)を用いた SPDEによる簡易精製をそれぞ

れ行った後，フェリシアン化カリウム水溶液と水酸化ナトリウム水溶液を用いた酸化

反応により PQ・DQを各酸化体に変換した．生成した各酸化体を，強塩基性アニオン

交換能を持つ固相が充填された SPEカートリッジ(Oasis® MAX)で精製した後，LCカ

ラムとして C18カラムを，移動相としてギ酸アンモニウム緩衝液およびメタノールを

用いた一般的な条件での LC/MS を行ったところ，各酸化体を良好に分離し，検出す

ることができた．LC/MSの分析条件は，法薬毒物学鑑定で用いられる汎用分析条件で

あり，移動相の交換，カラムの交換・平衡化，イオンペア試薬による機器の汚染を除

去するための装置の洗浄など，従来の PQ・DQの分析方法を用いることで必要となる

時間や労力を大幅に低減できることから，法薬毒物学鑑定全体の効率化にもつながる

ものと考えられた．また，LC/MSでは保持時間情報と質量情報(マススペクトル)が得

られ，これは SWGDRUG のガイドラインを満たすものであり，更に，誘導体化反応

も伴うことで特異性もより増大している．したがって，本法は，生体試料中の      

PQ・DQの定性分析法として，十分な証明力を持つ方法であり，法薬毒物学鑑定にお

いて非常に有用であることが示唆された． 
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第 III 章 同位体希釈質量分析による生体試料中 PQ および DQ 

第 III 章 の定量分析法の構築 

 

第 1 節 序論  

 薬毒物を用いた犯罪の公判では，適用される罪名，量刑などを決定する際に，

被害者の体内から検出された薬毒物の濃度を参考にする場合があり，法薬毒物

学鑑定においては，定性分析に加えて定量分析も求められる．その結果が公判

の争点となり，他の機関による再鑑定が行われる場合もあるため，それに耐え

得るより信頼性の高い定量分析法が必要となる．  

生体試料中の PQ・DQ の定量分析法としては，PQ と構造が類似したエチル

パラコートを内部標準物質として用いる報告 22-24, 26, 27, 30)があるが，この他に，

より精度の高い定量分析を達成するため，安定同位体標識 PQ・DQ を用いた同

位体希釈質量分析による方法も報告 25, 31)されている．安定同位体標識物質は，

分析対象物質と物理的および化学的性質がほぼ同じであり，試料の採取や抽出

操作などの際に起こり得る損失など様々な誤差を補正することができ，更に，

クロマトグラフィーでの分離の際には分析対象物質とほぼ同じ保持時間に検出

されるため，分析対象物質のイオン化を抑制または促進する成分が同時に溶出

された場合に生じ得るマトリックス効果の補正効果が高く，精度の高い定量が

可能となる．しかし，近年，法薬毒物学鑑定の専門書において，DQ の分析に際

し，DQ-d4 を内部標準物質として用いることの危険性について言及されてい 

る 35)．具体的には，DQ-d4の 4 つの重水素は，2 つのピリジン環をつなぐエチ

レン鎖上に存在するが，この重水素が活性を有するため，生体試料に内部標準

物質として添加された際に，一部の DQ-d4が D-H 交換反応により DQ に変換さ

れ，その結果，試料からの DQ の誤検出や，不正確な定量といった問題が起こ

り得るというものである．DQ-d4を内部標準物質として用いた過去の報告 25, 31)

では，この危険性について考慮されていない．特に，法薬毒物学鑑定において

は，分析対象化合物の誤検出は絶対に避けなければならず，その可能性すら    

排除しなければならない．したがって，精確性の高い定量と，誤検出を防止す

るための，DQ-d4に代わる安定同位体標識内部標準物質が必要となる．  

第 II 章で構築した酸化法－LC/MS による定性分析法については，酸化反応の
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前に除タンパク処理や SPDE といった操作が必要で，多少煩雑であり，これが

定量精度を下げる要因となる可能性が否定できないため，よりシンプルな前処

理の検討が必要となる．また，成分の検出については，シングル四重極型質量

分析計のフルスキャンモードでマススペクトルを取得しているが，定量につい

ては，イオントラップ型質量分析計，トリプル四重極型質量分析計，四重極－

飛行時間型質量分析計などのプロダクトイオンスキャンモードや，選択反応モ

ニタリング(SRM)モードにより得られる選択性の高いマススペクトルデータの

取得がより望ましい．  

 そこで本研究では，PQ-d6 と新たに合成した DQ-d8 を内部標準物質として，

生体試料中の PQ・DQ について，煩雑な操作を必要としない SPE による抽出と

液体クロマトグラフィーイオントラップ型質量分析 (LC/IT-MS)による高選択性

検出に基づいた精確性の高い定量分析法の構築を検討した． Fig. III-1 に   

PQ，PQ-d6，DQ，DQ-d4，DQ-d8の化学構造式を示す．  

 

 

Fig. III-1 Chemical structures of PQ, PQ-d6, DQ, DQ-d4 and DQ-d8. 

 

第 2 節 DQ-d4からの DQ の生成  

DQ-d4 の水溶液(10 μg/mL)を 0.1 M 重炭酸ナトリウム－炭酸ナトリウム緩衝

液(pH 11)で 10 倍希釈し，25 °C で 10 分間インキュベートしたものについて，

PQ

(M.W. 186)
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DQ
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LC/IT-MS により分析したところ，DQ-d4 に加え，DQ が検出され(Fig. III-2)，  

この条件下では約 6 %の DQ-d4 が DQ に変換されたものと見積もられた．      

したがって，腐敗した血液や尿といった塩基性の試料では，誤検出や定量値の

押し上げといった問題が発生するものと考えられた．  

 

 

Fig. III-2 Selected reaction monitoring (SRM) chromatograms obtained from the 

aqueous solution of DQ-d4  (10 μg/mL) diluted 10-fold with 0.1 M bicarbonate-

carbonate buffer solution (pH 11) and incubated at 25 °C for 10 min. The upper panel 

shows the transition m/z 183 → 157 for detection of DQ, whereas the lower panel shows 

the transition m/z 186 → 158 for detection of DQ-d4.   

 

一方，新たに合成した DQ-d8 は，8 つの重水素がピリジン環上にあり，これ

らはいずれも不活性であり，D-H 交換反応は起きないものと考えられた．上記

と同条件でインキュベートしたところ，DQ は検出されず(Fig. III-3)，DQ-d8が

内部標準物質として適当である可能性が示された．しかし，これまでに DQ-d8

を用いた定量分析の例は報告されていないことから，DQ 分析における妥当性

評価が必要であると考えられた．  
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Fig. III-3 SRM chromatograms obtained from the aqueous solution of DQ-d8      

(10 μg/mL)  diluted 10-fold with 0.1 M bicarbonate-carbonate buffer solution (pH 11) 

and incubated at 25 °C for 10 min. The upper panel shows the transition m/z 183 → 

157 for detection of DQ, whereas the lower panel shows the transition m/z 191 → 165 

for detection of DQ-d8.   

 

第 3 節 LC/IT-MS 

 

第 1 項 LC 

PQ・DQ はいずれも高極性化合物 (Kow logP ; −4.6 (PQ)，−4.5 (DQ))である 66)

ため，一般的に用いられる C18 カラムで保持，分離するためにはイオンペア試

薬の添加が必要である．しかし，イオンペア試薬は装置内に残存し，それを除

去するのは容易ではない．そこで，イオンペア試薬を必要としない HILIC カラ

ムによる PQ・DQ の分離分析を検討した．スルホベタイン構造を持つポリマー

ベースカラムである ZIC®-pHILIC を用いたところ，PQ・DQ はギ酸アンモニウ

ム緩衝液(pH 3.5)－メタノール系の移動相を用いることで良好に保持，分離され

た．緩衝液の濃度を 25 mM から 200 mM の間で変化させたところ，濃度が高い

ほど PQ・DQ が早く溶出した(Fig. III-4)ことから，PQ・DQ の保持には親水性相

互作用の他に，スルホニル基との間にイオン交換相互作用が働いているものと

考えられた．  
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Fig. III-4 SRM chromatograms by LC-/ITMS with five types of mobile phase (A) at 

different concentrations (25, 50, 100, 150, and 200 mM) of ammonium formate and 

mobile phase (B) methanol for detection of the reference standard solution of PQ (left) 

and DQ (right) at a concentration of 0.5 μg/mL. The linear gradient program was 10 % 

(A)/ 90 % (B) to 90 % (A)/10 % (B) over 10 min and held for 15 min. 

 

 ギ酸アンモニウム緩衝液について，各濃度でのピーク面積値を比較したとこ

ろ，150 mM までは濃度の上昇によりピーク面積も上昇する傾向が認められた

が，200 mM ではピーク面積値は減少に転じた(Fig. III-5)．このことから，ギ酸

アンモニウム緩衝液の濃度は，150 mM が最適値であると考えられた．  

 また，今回，生体試料の抽出物を 800 回以上分析し，PQ・DQ の保持時間，
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ピーク形状の変化を比較したところ，いずれもほとんど変化はなく，長寿命で

あることが示されたことから，ポリマーベースの ZIC®-pHILIC カラムは，   

夾雑物の多い過酷な試料の分析に適しているものと考えられた．  

 

 

 

Fig. III-5 Effect of concentration (25, 50, 100, 150, and 200 mM) of ammonium formate 

in mobile phase (A) on peak area of PQ and DQ from a reference standard solution of 

PQ and DQ at a concentration of 0.5 μg/mL. The linear gradient program was the same 

as specified in Fig. III-4. 

 

第 2 項 IT-MS 

 初めにフルスキャンモードで測定したところ，PQ，PQ-d6については m/z 186，

m/z 192 (M+·)のイオンが，DQ，DQ-d8については m/z 183，m/z 191 ([M-H]+)の  

イオンがそれぞれ顕著に観測されたため，これらをプリカーサーイオンとした

プロダクトイオンスキャンモードにより測定し，プロダクトイオンスペクトル

を得た(Fig. III-6)．PQ，PQ-d6 からそれぞれ観測された m/z 171 と m/z 174 の    

イオンは[M-CH3]+と[M-CD3]+，DQ，DQ-d8からそれぞれ観測された m/z 157 と
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165 のイオンはいずれも[M-H-C2H2] +に相当するものと考えられた．この他のイ

オンについては検出されないか，または検出されても強度が非常に低いもので 

あったため，定量分析に用いる SRM のトランジションは，顕著に観測された

この 4 つのイオンを用いて設定することとした．ブランク血液試料，ブランク

尿試料について測定したところ，PQ・DQ の検出を妨害するピークは検出され

ず，PQ，PQ-d6，DQ，DQ-d8 を添加した血液試料，尿試料について分析したと

ころ，各成分は良好に検出された．一例として，血液試料から得られた SRM   

クロマトグラムを Fig. III-7 に示す．  

 

 

Fig. III-6 Product ion spectra of PQ (precursor ion at m/z 186), PQ-d6 (precursor ion at 

m/z 192), DQ (precursor ion at m/z 183), and DQ-d8 (precursor ion at m/z 191). 
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Fig. III-7 SRM chromatograms obtained from the blood sample spiked with analytes 

and internal standards at concentrations of 0.05 and 1 μg/mL, respectively. 

 

第 4 節 SPE による PQ および DQ の抽出  

血液試料および尿試料からの PQ・DQ の抽出は，弱酸性カチオン交換能を 

持つ固相が充填された SPE カートリッジ(EVOLUTE® WCX)を用いて行った．
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なお，除タンパク処理は行わず，リン酸塩 pH 標準液(pH 7.41)を添加し，更に

超純水で希釈し，攪拌した後，遠心分離して得られた上清を SPE カートリッジ

に負荷した．  

PQ・DQ を添加した試料(0.1 μg/mL，1.0 μg/mL)について，回収率を求めたと

ころ，Table III-1 に示すように，PQ は 90.5～98.7 %，DQ は 88.5～94.5 %と良好

で，相対標準偏差(RSD)も十分に低く(1.0～3.9 %)，これまでに報告されている

抽出法 4, 5, 7, 14, 22-26, 29)と比較しても遜色ないものであった．更に，この抽出法

は，除タンパク処理や煩雑な pH 調整が不要である点で従来法よりも簡便であ

るものと考えられた．  

 

Table III-1 Intraday recoveries (n = 6 each) of PQ and DQ from whole blood and urine 

samples using the present procedure 

Analyte Sample 
Amount added 

(μg/mL) 

Recovery 

 (%) 

RSD 

(%) 

PQ 

Whole blood 
0.1 95.8 3.9 

1.0 94.7 3.3 

Urine 
0.1 98.7 2.6 

1.0 90.5 3.0 

DQ 

Whole blood 
0.1 88.5 2.6 

1.0 94.5 2.1 

Urine 
0.1 91.9 1.0 

1.0 90.5 1.2 

 

第 5 節 定量分析  

 

第 1 項 検量線の直線性  

 PQ・DQ の定量のための検量線は，血液試料，尿試料のいずれもが 0.01 μg/mL

から 2 μg/mL までの範囲(0.01，0.02，0.05，0.1，0.5，1，2 μg/mL の 7 点)で   

良好な直線性を示した(Table III-2)．  
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Table III-2 Regression equations and the correlation coefficients for analyses of 

paraquat (PQ) and diquat (DQ) obtained using the present method 

Analyte Sample Regression equation 

Correlation 

coefficient 

(r) 

Linear range 

(μg/mL) 

PQ 
Whole blood y = 1.051x − 0.0122 0.9994 0.01–2 

Urine y = 1.076x − 0.0191 0.9992 0.01–2  

DQ 
Whole blood y = 0.920x + 0.0108 0.9992 0.01–2 

Urine y = 0.953x + 0.0012 0.9996 0.01–2 

  

第 2 項 真度，日内変動，日間変動および検出限界  

 一定量の PQ・DQ を添加した試料 (0.1 μg/mL，1.0 μg/mL)について，日内       

変動(n = 6)，日間変動(n = 6 × 3 days)を評価したところ，Table III-3 に示すよう

な結果が得られた．真度，日内精度(%RSD)は，それぞれ 93.3～103 %，0.7～4.7 %, 

日間精度も 0.8～6.7 %であり，非常に精確性の高い定量が可能となることが判

明した．このことから，PQ-d6 と新たに合成した DQ-d8 を用いた本法は，血液

中，尿中の PQ・DQ の定量分析の内部標準物質として問題なく用いることがで

きるものと考えられた．また，本法における PQ・DQ の検出限界(S/N > 3)は，

血液試料，尿試料共にそれぞれ 0.001 μg/mL，0.002 μg/mL，定量限界(S/N > 10)

はいずれも 0.01 μg/mL であった．  
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Table III-3 Intraday accuracies (n = 6) and intraday (n = 6) and interday (n = 6 × 3 

days) precisions of PQ and DQ obtained from whole blood and urine samples using the 

present method 

Analyte Sample 

Amount  

added 

(μg/mL) 

Intraday 

accuracy 

(%mean) 

Intraday 

precision 

(%RSD) 

Interday 

precision 

(%RSD) 

PQ 

Whole blood 
0.1 96.6 4.7 6.7 

1.0 100 3.5 4.4 

Urine 
0.1 97.2 1.9 1.8 

1.0 93.3 2.4 4.1 

DQ 

Whole blood 
0.1 97.0 0.7 2.3 

1.0 103 0.8 0.8 

Urine 
0.1 96.3 1.5 1.8 

1.0 99.1 0.8 4.2 

 

第 6 節 小括  

本研究では，生体試料(血液および尿)中の PQ・DQ について，安定同位体標

識 PQ・DQ を用いた LC/IT-MS による精確性の高い定量法について検討した．

安定同位体標識 DQ については，これまで使われてきた DQ-d4が，一定の条件

下で DQ を生成し，誤検出や定量値の押し上げの原因となることが示唆された

ため，これに代わるものとして DQ-d8 を新たに合成し，前記と同条件下で DQ

が生成しないことを確認した後，内部標準物質としての妥当性を評価した．  

生体試料からの PQ・DQ の抽出は，弱酸性カチオン交換能を有する固相が充

填された SPE カートリッジである EVOLUTE® WCX を用いたところ，回収率は

PQ で 90.5～98.7 %，DQ で 88.5～94.5 %といずれも高く，ばらつきは非常に低

く(RSD，1.0～3.9 %)，更に除タンパク処理や pH の調整といった煩雑な操作が

不要であり，従来の方法よりも簡便な前処理方法であると考えられた．  

PQ・DQ の分離分析は，ポリマー系の HILIC カラムを用いた LC で達成され， 

IT-MS の SRM モードによる測定により高感度に検出された．SRM モードによ

る検出法は，第 II章で検討したシングル四重極質量分析計のフルスキャンモー

ドによるものよりも特異性が高いため，定量のみならず，同時に定性も可能で
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あり，分析の効率化につながるものであると考えられた．  

上記のとおり最適化した条件により，PQ-d6 と DQ-d8 を用いた同位体希釈質

量分析による定量分析を検討したところ，PQ・DQ 共に 0.01 μg/mL から 2 μg/mL

の範囲で良好な直線性(相関係数(r) > 0.999)が得られ，更に，真度は 93.3～103 %，

日内精度(%RSD)は 0.7～4.7 %, 日間精度(%RSD)は 0.8～6.7 %と非常に精確性

が高く，PQ-d6と DQ-d8は十分に内部標準物質として機能することが判明した．

また，検出限界(S/N > 3)は，血液試料，尿試料共に PQ が 0.001 μg/mL，DQ が

0.002 μg/mL，定量限界(S/N > 10)はいずれも 0.01 μg/mL と PQ・DQ の含有量が

低い試料であっても適用可能であることが示された．  

以上のことから，同位体希釈質量分析を用いた本法は，精確性の高い定量を

求められる法薬毒物学鑑定において，生体試料中 PQ・DQ の定量分析法として

非常に有用であると考えられた．  
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総括および結論 

 

 アルキルジピリジニウム塩系農薬である PQ・DQ を有効成分とする除草剤製

品は，その入手の容易さから，これを使用した犯罪，誤飲事故，自殺事案が散

見されるため，法薬毒物学鑑定上，PQ・DQ は重要な分析対象物質である．      

PQ・DQ の分析については数多くの報告があるものの，1)試料の使用量を抑制

した迅速かつ高感度なスクリーニング，2)特異性が高く，かつ，特殊な分析条

件を必要としない定性分析，3)公判を見据えたより精確性の高い定量分析と，

以上 3 点については未だ十分とはいえない．本研究では，これらの課題につい

て検討し，以下に述べる成果を得た．  

 

微少試料からの PQ および DQ の迅速スクリーニング法の構築  

法薬毒物学鑑定においては，初めに薬毒物が含有されているか否かを簡易的

に判定するスクリーニングが行われることが多く，その際は，試料の量が少な

い場合や再鑑定に備え，試料の消費は可能な限り抑制しなければならない．ま

た，スクリーニングには，迅速性も求められることから，PQ・DQ が混入され

た食品試料(清涼飲料水)と，被摂取者の生体試料(血液，尿)を想定したスクリー

ニング法を構築した．清涼飲料水試料については，ピペットチップ型 SPE デバ

イスを用いたSPE と呈色試験，生体試料については SPDE と MALDI-TOF-MS

による方法を検討した．PQ・DQ 混合除草剤製品を添加した清涼飲料水試料で

は，SPE を用いることで抽出に要する時間が 1 検体あたり 3 分程度と，   

従来の SPE カートリッジを用いた方法の 10 分の 1 に短縮され，除草剤製品   

添加濃度 0.01 %の試料まで呈色試験による確認が可能であった．生体試料中の

PQ・DQ は，血液試料のような粘性の高い試料であっても，SPDE により簡便な

操作で抽出され，MALDI-TOF-MS により迅速に検出することができた． 

MALDI-TOF-MS による PQ・DQ の検出は，質量情報(マススペクトル)が得られ

るうえ，呈色試験を用いる方法と比較して PQ で 200 倍，DQ で 150 倍高感度で

あり，低濃度の試料(0.05 μg/mL)であっても十分な S/N 比で検出された．また，

両法共に，微少試料(0.1 mL)から PQ・DQ の含有の有無を迅速に判定できるこ

とから，本法は，迅速スクリーニング法として，法薬毒物学鑑定上，非常に有
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用であることが示された．  

 

酸化法－LC/MS による生体試料中 PQ および DQ の定性分析法の構築  

 上記スクリーニングにより PQ・DQ の含有が疑われた生体試料(血液，尿)に

ついては，その含有の有無を判定するため，分離分析と物質識別能力の高い検

出法を組み合わせた方法による定性分析が必要となる．分析方法としては，特

異性が高く，かつ，特殊な分析機器や条件を必要としない方法であることが望

ましいため，その点を考慮した分析法の構築を検討することとした．その結果，

イオン性の物質である PQ・DQ を誘導体化反応(酸化反応)により非イオン性の

各酸化体とし，C18 カラムとギ酸アンモニウム緩衝液－メタノール系の移動相

という一般的な条件の LC/MS により，良好に分離，検出することができた．

LC/MS の分析条件は，法薬毒物学鑑定で用いられる汎用分析条件であり，移動

相の交換，カラムの交換・平衡化，イオンペア試薬による機器の汚染を除去す

るための装置の洗浄など，従来の PQ・DQ の分析方法を用いることで必要とな

る時間や労力を大幅に低減できることから，法薬毒物学鑑定全体の効率化にも

つながるものと考えられた．また，LC/MS では保持時間情報と質量情報(マスス

ペクトル)が得られ，誘導体化反応も伴うことで特異性もより増大している．  

したがって，本法は，定性分析法として十分な証明力を持つものであり，   

法薬毒物学鑑定に適用可能なものであると考えられた．  

 

同位体希釈質量分析による生体試料中 PQ および DQ の定量分析法の構築  

 定性分析により PQ・DQ の含有が確認された生体試料については，その中毒

の程度を評価するため，定量分析が必要となるが，法薬毒物学鑑定においては，

信頼性の高い方法が求められる．同位体希釈質量分析は，精確性の高い定量が

達成できる優れた方法であるが，これまで DQ の定量に用いられてきた DQ-d4

は，誤検出や不正確な定量につながることが判明した．そこで，この問題を解

決するため，安定同位体標識 DQ として新たに DQ-d8 を合成し，DQ の定量分

析への適用を検討した．PQ については PQ-d6 を内部標準物質として用い，  

LC/IT-MS により分析し，その妥当性を評価したところ，PQ・DQ 共に検量線の

直線性，真度および精度は非常に良好で，精確性の高い定量が達成された．  
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また，PQ・DQ は，弱酸性カチオン交換固相が充填された SPE カートリッジを

用いた SPE により高い回収率で抽出され，相対標準偏差も十分に低く，従来の

抽出方法と比較しても遜色のないものであった．更に，除タンパク処理や pH の

調整などの煩雑な操作が不要であることから，従来の方法よりも優れた前処理

方法であると考えられた．LC/IT-MS では，SRM モードより PQ・DQ を選択的

かつ高感度に検出することができた．したがって，本法は，簡便でありながら

定量分析と同時に定性分析も可能な方法であり，法薬毒物学鑑定における 

PQ・DQ の分析法として非常に実用性の高いものであると考えられた．  

 

薬毒物を使用した事件の捜査や公判廷において，科学的根拠に基づいた法薬

毒物学鑑定の鑑定結果は，事実を適正に判断するための有力な証拠となり得る．

特に，近年の刑事裁判では，客観的な証拠がより重要視される傾向があるため，

正確性・信頼性の高い分析方法を用いた鑑定が必須である．本研究では，薬毒

物のうち，中毒件数の多い農薬の一種である PQ・DQ について，従来の分析方

法では法薬毒物学鑑定として不十分であった点を克服した体系的分析法を確立

した．迅速スクリーニングに始まり，十分な証明力を持つ正確な定性分析，精

確性の高い定量分析からなる本法は，法薬毒物学鑑定としての PQ・DQ の分析

法として極めて有用であり，今後の法科学分野への活用が期待される．  
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実験の部 

 

1 試薬，標準溶液および試料  

 

1-1 試薬(市販品) 

PQ ジクロリド，DQ ジブロミド水和物は，Dr. Ehrenstorfer GmbH 製のものを

用いた．(第 I，II，III章) 

メタノールは関東化学製の電子工業用，和光純薬工業製の特級品または

LC/MS 用のものを用いた．(第 I，II，III 章) 

ギ酸およびアセトニトリルは，和光純薬工業製の LC/MS 用のものを用いた．

(第 I，II，III 章) 

CHCA は Sigma-Aldrich 製，DHB は東京化成工業製の MALDI 用のものを用

いた．(第 I章) 

ヨードメタン -d3 (99.9 atom%) および 2,2'-ビピリジン -d8 (99.2 atom%) は  

CDN Isotopes 製のものを用いた．(第 III 章) 

1,2-ジブロモエタン-d4 (99 atom%)は，ISOTEC 製のものを用いた．(第 III章) 

リン酸塩 pH 標準液(pH 7.41) は，和光純薬工業製のものを用いた．(第 III章) 

その他の試薬は，和光純薬工業製の特級品を用いた．(第 I，II，III 章)  

ピッペットチップ型 SPE デバイス OMIX® Pipette Tips (C4，C18，SCX，      

2.4 mg/100 L)は，VARIAN 製のものを用いた．(第 I章) 

SEP カートリッジ Oasis® WCX(150 mg/6 mL，粒子径 30 m)，Oasis® MAX   

(60 mg/3 mL，粒子径 60 m)は Waters 製のものを，EVOLUTE® WCX cartridges 

(200 mg/6 mL，粒子径 50 μm)は Biotage 製のものを用いた．(第 I，II，III 章) 

Ultrafree® - MC(孔径 0.22 m)は，Merck-Millipore 製のものを用いた．(第 II章) 

 

1-2 PQ・DQ 標準溶液(第 I，II，III 章) 

 PQ ジクロリドおよび DQ ジブロミド水和物を 105 °C で 2 時間乾燥した後，

PQ ジクロリド 13.8 mg，DQ ジブロミド 18.7 mg を秤りとり，それぞれ超純水

100 mL に溶解し，PQ・DQ 標準溶液 (各 100 μg/mL)を調製した．これらを    

ヒト血液およびヒト尿に適宜添加することで，必要な濃度の試料をそれぞれ 
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調製した．  

 

1-3 試薬(合成品)  

 

1-3-1 PQ 酸化体 67) (第 II章) 

 PQ ジクロリド 2.57 g に蒸留水 10 mL を加えて得られた水溶液に，フェリシ

アン化カリウム 17 g を溶解した 5 M 水酸化ナトリウム水溶液 200 mL を 10 分

間かけて滴下し，その後，15 分間攪拌した．反応液をクロロホルムで抽出した

後，抽出液を無水硫酸ナトリウムで脱水し，エバポレーターで濃縮乾固した．

得られた残渣をクロロホルム 5 mL に溶解し，更にジエチルエーテル 45 mL を

加えた後，冷凍庫で-20 °C で冷却して析出したものを吸引ろ過して分取した．

この再結晶の操作を更に 2 回繰り返した後，減圧乾燥により余剰の有機溶剤を

留去し，PQ 酸化体の白色粉末を得た(収率 26 %)．  

 

1-3-2 DQ 酸化体 67) (第 II章) 

 DQ ジブロミド 3.44 g に蒸留水 12.5 mL を加えて得られた水溶液に，フェリ

シアン化カリウム 14 g を溶解した 5 M 水酸化ナトリウム水溶液 200 mL を     

40 分間かけて滴下した．反応液を 10 M 塩酸で中性にした後，クロロホルムで

抽出し，得られた抽出液を無水硫酸ナトリウムで脱水し，エバポレーターで濃

縮乾固した．得られた残渣をクロロホルム 1 mL に溶解し，更に n-ペンタン  

20 mL を加えた後，冷凍庫で-20 °C で冷却して析出したものを吸引ろ過により

分取した．この再結晶の操作を更に 2 回繰り返した後，減圧乾燥により余剰の

有機溶剤を留去し，DQ 酸化体の黄土色粉末を得た(収率 3.3 %)．  

 

1-3-3 PQ-d6ジイオジド(第 III章) 

4,4'-ビピリジン 100 mg およびヨードメタン -d3 1mL を 7 mL 容量のスク   

リューキャップ付きガラス試験管に入れて密栓し，恒温槽を用いて 100 °C で加

温(24 h)した．未反応のヨードメタン-d3を室温下，窒素パージにより留去した

後，反応物をクロロホルム 7 mLで 3 回，更に，メタノール 7 mLで 3 回洗浄し

た．その後，吸引ろ過，減圧乾燥により余剰のメタノールを除去し，PQ-d6ジイ
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オジドの橙色粉末を得た(収率 89 %)．  

 

1-3-4 DQ-d8ジブロミド(第 III章) 

2,2'-ビピリジン-d8 100mg および 1,2-ジブロモエタン 0.6 mL を 7 mL容量のス

クリューキャップ付きガラス試験管に入れて密栓し，恒温槽を用いて 125 °C で

加温(72 h)した．反応物は  n-ヘキサン 7 mL で 3 回，クロロホルム 7 mLで 3 回，

更に，イソプロパノール 7 mL で 3 回洗浄した．その後，吸引ろ過，減圧乾燥

により余剰のイソプロパノールを除去し，DQ-d8 ジブロミドの黄色粉末を得た

(収率 93 %)．  

 

1-3-5 DQ-d4ジブロミド(第 III章) 

2,2'-ビピリジン 100mg および 1,2-ジブロモエタン-d4 0.6 mL を 7 mL容量のス

クリューキャップ付きガラス試験管に入れて密栓し，恒温槽を用いて 125 °C で

加温(72 h)した．反応物は  n-ヘキサン 7 mL で 3 回，クロロホルム 7 mLで 3 回，

更に，イソプロパノール 7 mL で 3 回洗浄した．その後，吸引ろ過，減圧乾燥

により余剰のイソプロパノールを除去し，DQ-d4 ジブロミドの黄色粉末を得た

(収率 90 %)．  

 

1-4 試料  

 

1-4-1 清涼飲料水試料(第 I章) 

清涼飲料水試料は，コカ・コーラ(日本コカ・コーラ)および雪印コーヒー(雪

印メグミルク)に PQ ジクロリドおよび DQ ジブロミドの混合製剤(PQ ジクロリ

ド；5 %，DQ ジブロミド；7 %，w/w )であるプリグロックス L(シンジェンタ 

ジャパン)を体積分率 0.01 %，0.1 %，1 %となるように添加して調製した．  

 

1-4-2 生体試料(第 I，II，III章) 

 ヒト血液(全血)は，匿名化されたコスモバイオ製のものを用いた．  

ヒト尿は，匿名化されたコスモバイオ製のもの(第 I，III 章)および日本法科

学技術学会ヒト対象医学的研究等倫理審査委員会の承認を得て健常人から提供
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されたもの(第 II 章)を用いた．健常人から提供を受けるにあたり，提供者に研

究内容，研究期間，予測される結果および危険性，並びに個人情報の保護(匿名

化)の方法について説明した後，同意書により書面による同意を得た．  

 

 

2 器具および装置  

 

2-1 器具(第 I章) 

 マイクロピペット:    ピペットマン 200 μL用，ギルソン製  

 

2-2 装置  

 微量高速冷却遠心機 : MX-305，TOMY 製 (第 I，II，III 章) 

パーソナル遠心機 : CHIBITAN II (10000 rpm)，メルクミリポア製(第 I章) 

 高速振盪機 : CM-1000，EYELA 製(第 I，II，III章) 

超音波洗浄機 : LEO-80，LEO 製(第 I，II 章) 

微量真空乾燥器 : FVM-303D，東京硝子器械製(第 II，III 章) 

 アルミブロック恒温槽サーモバス : MG-2000，EYELA 製 (第 I，II，III 章) 

 ロータリーエバポレーター : R-210，BÜCHI 製 (第 II章) 

  MALDI-TOF-MS : ultrafleXtreme，Bruker Daltonics 製 (第 I章) 

 LC : alliance，Waters 製(第 I章)  

LC/MS : alliance (LC 部)，Waters 製＋ZMD (MS 部)，Waters 製  (第 II章) 

GC/MS : GCMS-QP2010，島津製作所製(第 II 章) 

  LC/IT-MS : Prominence UFLC (LC 部)，島津製作所製  

＋LTQ XLTM (IT-MS 部)，Thermo fisher scientific 製 (第 III章) 
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3 実験方法  

 

3-1 第 I章に関する実験  

 

3-1-1 C18 および C4 タイプによる μSPE 

OMIX® Pipette Tips をマイクロピペットに取り付け，メタノール 200 μL を  

1 回，蒸留水 200 μL を 1 回順次通液することによりコンディショニングした

後，希釈した清涼飲料水試料 200 μL(製剤添加試料 100 μL を 0.1 M 炭酸酸緩衝

液(pH 10) 100 μLで希釈したもの)が入ったバイアル中で吸引・吐出操作を 10 回

繰り返すことにより，PQ・DQ を固相上に保持した．次に，蒸留水 200 μL を  

2 回，メタノール 200 μL を 2 回通液してクリーンアップした後，5 mM ギ酸  

アンモニウム緩衝液(pH 2.5)100 μL中で吸引・吐出を 10 回繰り返して PQ・DQ

を溶出し，この抽出液を呈色試験に供した．  

 

3-1-2 SCX タイプによるSPE 

OMIX® Pipette Tips をマイクロピペットに取り付け，メタノール 200 μL を  

1 回，蒸留水 200 μL を 1 回順次通液することによりコンディショニングした

後，希釈した清涼飲料水試料 200 L(製剤添加試料 100 μLを蒸留水 100 μLで希

釈したもの)が入ったバイアル中で吸引・吐出操作を 10 回繰り返すことにより，

PQ および DQ を固相上に保持した．次に，蒸留水 200 Lを 2 回，メタノール

200 μL を 2 回通液してクリーンアップした後，飽和食塩水 100 μL 中で吸引・  

吐出を 10 回繰り返して PQ・DQ を溶出し，この抽出液を呈色試験に供    

した．  

 

3-1-3 呈色試験  

前記 3-1-1 および 3-1-2 で得られた抽出液に 1 M 水酸化ナトリウム水溶液お

よびハイドロサルファイトナトリウムを添加し，呈色を確認した．  

 

3-1-4 LC による回収率の算出  

μSPE により抽出された PQ・DQ の回収率は，得られた抽出液について，以
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下に示す LC 条件で測定し，そのピーク面積値と PQ・DQ の標準溶液から得ら

れたピーク面積値に基づく検量線から濃度を算出した．  

カラム: HS- F5(150 mm × 2.0 mm i.d.，粒子径 5 μm，SUPELCO 製)，40 °C 

移動相: 5 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3.5)/メタノール混液(94:6，v/v) 

移動相流量: 0.2 mL/min 

試料注入量: 10 μL 

検出波長: 258 nm (PQ)，309 nm (DQ)  

 

3-1-5 固相懸濁液の調製  

 SPE カートリッジ Oasis® WCX(150 mg/6 mL，粒子径 30 μm)にメタノール   

6 mL，超純水 6 mL，メタノール 6 mL を順次通液して固相を洗浄した後，窒素

ガスを通じ，残存したメタノールを留去し，固相を乾燥させた．次に，カート

リッジのフリットを取り外して固相 100 mg を分取し，超純水 10 mL を加えて

10 mg/mL の固相懸濁液を調製した．  

 

3-1-6 マトリックス溶液の調製  

 CHCA を 20 mg 秤りとり，これに 0.2 %トリフルオロ酢酸水溶液/アセトニト  

リル混液(1:1，v/v)1 mL 加えて超音波処理(5 min)を行い，遠心分離(10000 rpm，

1 min)により溶け残った CHCA を沈殿させて得られた上清をマトリックス溶液

とした．  

 

3-1-7 除タンパク処理  

血液試料 0.1 mLを 1.5 mL容量のプラスチック製マイクロチューブに採取し，

超純水 0.1mL で希釈した後，アセトニトリル 0.4 mL 加えて高速振盪機で攪拌

(1 min)し，遠心分離(10000 rpm，1 min)を行い，得られた上清 0.5 mL に対し SPDE

を行った．  

 

3-1-8  SPDE による PQ および DQ の抽出  

1) 血液試料からの抽出  

3-1-7により得られた血液試料の除タンパク液 0.5 mLを 1.5 mL容量のプラス
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チック製マイクロチューブに入れ，ここに超純水 0.9 mL および固相懸濁液  

0.1 mL を加えて高速振盪機で攪拌 (30 s)した後，遠心分離(10000 rpm，30 s)し，

上清を除去した．底部に残った固相に超純水 1 mL を加えて攪拌(10 s)して洗浄

し，遠心分離を行い，上清を除去した．次に，メタノール 1 mL を加えて同様の

操作を繰り返した．わずかに残ったメタノールは，マイクロチューブを恒温槽

(60 °C)上で加温することで留去した．この乾燥した固相にマトリックス溶液  

8 μLを加えて超音波処理(1 min)により溶出した後，遠心分離(10000 rpm，30 s)

を行い，得られた抽出液 0.5 μLをターゲットプレートに塗布した．  

 

2) 尿試料からの抽出  

尿試料を遠心分離して得られた上清 0.1 mL を 1.5 mL 容量のプラスチック製

マイクロチューブに入れ，超純水 1.3 mL を加えて希釈した後，固相懸濁液     

0.1 mL を加え，高速振盪機で攪拌(30 s)した後，遠心分離(10000 rpm，30 s)し，

上清を除去した．この後の洗浄，溶出は，上記 1)と同様の方法で行った．  

 

3-1-9  MALDI-TOF-MS 

MALDI-TOF-MS の測定は，次の装置条件で行った．  

レーザー: SmartbeamTM-II (Nd:YAG 355 nm) 

繰り返し周波数: 1000 Hz 

レーザー出力: 50 % 

レーザーショット数: 500 回  

測定モード:ポジティブリフレクターモード(m/z 0-300) 

MS キャリブレーション: m/z 190.0498 (CHCA，[M+H]+) 

MS キャリブレーション: m/z 172.0393 (CHCA，[M-H2O+H]+) 

質量分解能: PQ および DQ の M+･で約 2000～4000 

 質量誤差: 6.4 ppm (PQ，M+･の計算精密質量 186.1157) 

 質量誤差: 8.1 ppm (DQ，M+･の計算精密質量 184.1000) 

ターゲットプレート: MTP 384 target plate ground steel (Buruker Daltonics 製) 

試料量: 0.5 μL 
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3-1-10 LC/MS による回収率の算出  

SPDE の回収率については，溶出液が高濃度の CHCA を含有し，LC/IT-MS で

の分析が困難で算出できなかったため，0.2 %トリフルオロ酢酸水溶液/アセト

ニトリル混液（1:1，v/v）を溶出液として用いて得られた抽出物について，以下

の条件による LC/IT-MS を行い，マトリックスマッチング法により作成した検

量線を基に，検出された PQ・DQ のピーク面積から回収率を算出した．  

カラム: ZIC®-pHILIC 

(150 mm × 2.1 mm i.d.，粒子径 5 m，メルクミリポア製) 

移動相 A : 150 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3.5) 

移動相 B :   メタノール  

グラジエントプログラム:  A:B＝10:90(0 min)→90:10(10 min) 

移動相流量: 0.2 mL/min 

カラムオーブン温度: 40 °C 

イオン化法:エレクトロスプレーイオン化(ポジティブ) 

測定モード:プロダクトイオンスキャン  

プリカーサーイオン: m/z 186(PQ)，m/z 183(DQ) 

 

3-2 第 II章に関する実験  

 

3-2-1 血液試料の除タンパク処理  

血液試料 0.75 mL を 2 mL 容量のプラスチック製マイクロチューブに入れ，

100 mg/mL スルホサリチル酸 68)水溶液 0.75 mLを加えて攪拌した後，遠心分離

して得られた上清を後述の酸化反応に用いた．  

 

3-2-2 尿試料に対する SPDE 

尿試料を遠心分離して得られた上清 0.5 mL，蒸留水 1.5 mLおよび Oasis® WCX

固相約 20 mg を 2 mL 容量のプラスチック製マイクロチューブに入れ，1 分間

攪拌した後，遠心分離して上清を除去した．底部に残った Oasis® WCX 固相を，

蒸留水 1 mL で 1 回，メタノール 1 mL で 2 回洗浄し，最後に 0.1 M 塩酸        

1 mL を加えて 1 分間攪拌し，遠心分離して得られた上清を後述の酸化反応に用
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いた．  

 

3-2-3 酸化反応  

フェリシアン化カリウム水溶液(0.1 mg/mL，0.25 mg/mL，1 mg/mL，2.5 mg/mL，

10 mg/mL，100 mg/mL) 0.9 mLと水酸化ナトリウム水溶液(7 M，9 M，11 M，  

13 M，15 M，20 M) 0.9 mLを 10 mL 容量のプラスチック試験管に入れて予めよ

く混合しておき，高速振盪機で攪拌しながら，ここに 3-2-1 に示す除タンパク

処理により得られた上清，または 3-2-2 に示す SPDE により得られた溶出液    

0.9 mLを加えて高速振盪機で攪拌し，1 分間静置して反応させた．  

 

3-2-4 SPE 

SPE カートリッジ Oasis® MAX (60 mg/3 mL，粒子径 60 μm)にメタノール   

3 mL，蒸留水 3 mL を順次通液してコンディショニングした後，3-2-3 で得られ

た反応液全量を負荷した．蒸留水 6 mL で洗浄した後，ヘキサン 3 mL で洗浄

し，メタノール 3 mL で溶出した．溶出液を恒温槽(60 °C)上で加温しながら窒

素気流下で乾固し，残渣に LC/MS 初期移動相 0.1 mL を加え，これを   

Ultrafree®-MC(孔径 0.22 μm)でフィルターろ過して得られたろ液を LC/MS 用試

料とした．  

 

3-2-5 LC/MS 

LC/MS の測定は，以下の条件で行った．  

ガードカラム : L-column2 ODS(5 mm × 2.0 mm i.d.，粒子径 5 μm，        

化学物質評価機構製)  

分析カラム : L-column2 ODS(150 mm × 2.1 mm i.d.，粒子径 5 μm，        

化学物質評価機構製) 

カラムオーブン温度: 35 °C 

移動相 A: 10 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3) 

または 10 mM 酢酸アンモニウム緩衝液(pH 5) 

または 10 mM 酢酸アンモニウム水溶液(pH 6.5) 

移動相 B:    メタノールまたはアセトニトリル  
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グラジエントプログラム:  A:B＝85:15(5 min)→5:95(15 min) 

移動相流量: 0.2 mL/min 

イオン化法:エレクトロスプレーイオン化(ポジティブ) 

測定モード:スキャンモード(m/z 80-300) 

測定モード: SIR モード(PQ 酸化体: m/z 217，DQ 酸化体: m/z 215) 

キャピラリー電圧: 3.5 kV 

コーン電圧: 40，50，60 V 

ソースブロック温度: 120 °C 

脱溶媒温度: 400 °C 

脱溶媒ガス(窒素)流量: 500 L/h 

試料注入量: 10 μL 

 

3-2-6 GC/MS 

GC/MS の測定は，以下の条件で行った．  

カラム: ZB-5MSi(30 m × 0.25 mm i.d.，膜厚 0.25 μm，Phenomenex 製)  

カラムオーブンプログラム: 50 °C→330 °C (20 °C/min で昇温) 

キャリアガス: ヘリウム，40 cm/s(定線速度モード) 

注入モード: スプリットレスモード(0.5 min)，250 °C 

イオン化法: EI法  

測定モード: スキャンモード(m/z 33-650) 

 

3-3 第 III章に関する実験  

 

3-3-1 SPE 

 血液試料 1 mL または尿試料 1 mL を 15 mL 容量のスクリューキャップ付き

プラスチック試験管に採取し，これに内部標準溶液(PQ-d6，DQ-d8 の混合水溶

液，各 1 μg/mL) 1 mL，リン酸塩 pH 標準液(pH 7.41) 1 mL，超純水 3 mLを加え

た後，高速振盪機で攪拌(30 s)し，遠心分離(12000 rpm，5 min)した．得られた

上清を，予めメタノール 6 mL，超純水 6 mL でコンディショニングした SPE  

カートリッジ EVOLUTE® WCX (200 mg/6 mL，粒子径 50 μm) に負荷した．カー
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トリッジを超純水 6 mL，メタノール 6 mL で順次洗浄し，メタノール/塩酸混液

(98+2，v/v) 3 mL で溶出した．溶出液を恒温槽(60 °C)上で加温しながら窒素気

流下で乾固し，残渣に超純水 0.5 mLを加えて高速振盪機で攪拌した後，遠心分

離(12000 rpm，1 分間)し，得られた上清を LC/IT-MS 用の試料とした．  

 

 3-3-2 LC/IT-MS 

LC/IT-MS の測定は，以下の条件で行った．  

ガードカラム: ZIC®-pHILIC (20 mm × 2.1 mm i.d.，粒子径 5 μm，メルクミ 

リポア製)  

分析カラム: ZIC®-pHILIC (150 mm × 2.1 mm i.d.，粒子径 5 μm，メルクミリ  

ポア製) 

カラムオーブン温度: 40 °C 

移動相 A : 25 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3.5) 

または 50 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3.5) 

または 100 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3.5) 

または 150 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3.5) 

または 200 mM ギ酸アンモニウム緩衝液(pH 3.5) 

移動相 B : メタノール  

グラジエントプログラム:  A:B＝10:90 (0 min)→90:10 (10 min) 

移動相流量: 0.2 mL/min 

試料注入量: 10 L 

イオン化法: エレクトロスプレーイオン化(ポジティブ) 

測定モード: SRM モード，m/z 186→171 (PQ)，m/z 192→174 (PQ-d6) 

測定モード：SRM モード m/z 183→157 (DQ)，m/z 191→165 (DQ-d8) 

スプレー電圧: 5 kV 

キャピラリー電圧: 35 V 

キャピラリー温度: 300 °C 

チューブレンズ電圧: 60 V 

ソースフラグメンテーション電圧: 10 V 

ノーマライズドコリジョンエナジー: 35 % 
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コリジョンガス: ヘリウム  

シースガス(窒素)流量: 40 (arbitrary units) 

オグジュアリーガス(窒素)流量: 10 (arbitrary units) 

 

3-3-3 血液試料，尿試料からの SPE による PQ・DQ の回収率の算出方法  

 回収率は，事前添加試料と事後添加試料について，LC/IT-MS により得られた

PQ・DQ と内部標準物質(PQ-d6，DQ-d8)の面積比を検量線の範囲内で比較する

ことにより算出した．事前添加試料は，既知濃度(0.1 μg/mL または 1.0 μg/mL)

の PQ・DQ を含有する血液試料または尿試料について，SPE を行った後，内部

標準(PQ-d6，DQ-d8)溶液を加えることにより調製した．事後添加試料は，ブラン

ク血液，ブランク尿について SPE を行った後，標準溶液 (0.1 μg/mL または      

1.0 μg/mL)および内部標準(PQ-d6，DQ-d8)溶液を加えることにより調製し，これ

を回収率 100 %のものとして，事前添加試料と比較し，回収率を算出した．  
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