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論 文 内 容 要 旨

曲

裁判化学の役割は,被 害者,被 疑者及び犯罪現場をそれぞれ物的証拠によ り結びつけ,犯 罪を再髄 し,

裁判官に正確な判断材料を提供することにある。それ故,犯 罪捜査における物的証拠は,事 実解明のた

めの貴重な資料 となる。 しか し,こ れ らの証拠資料は経時変化 していることが多く(汚 染や腐敗などの

変性),し かも微量である場合が多い。裁判化学分野では,こ の微量な資料から,含 有される未知化合物

を確実に同定,定 量することが要求 される。この要求に応えるため,分 析感度及び化合物選択性に優れ

た高速液体クロマ トグラフィー質量分析法(LCIMS)は 必要不可欠な分析法 となっている。

LCIMSに よる分析が特に有効で,裁 判化学上重要な化合物に筋弛緩薬があげられる。筋弛緩薬は,麻

酔科領域で汎用されている薬剤であるが,各 種骨格筋 と同様に呼吸筋 も抑制す る塾 人工呼吸器が無い

場合,容 易に人を死に至らしめることが可能である。さらに,こ れ らの筋弛緩薬は微量で効果を発現 し,

生体内半減期が非常に短 く,分解により証拠が残 りにくいことか ら犯罪に利用されるケースが増えている。

本研究では,実 際に事件で使用 されたPancuronium(PAN)やVecuronium(VEC)等 の非脱分極型筋弛緩

薬を取 り上げ,極 性化合物の測定に有用なエ レク トロスプレーイオン化(ESI)法 を用いたLCIESI-MS

による簡便かつ高感度なヒト試料中からの一斉分析法の開発を行った。

筋弛緩'・とその関連化合物 のLCIESI-MSに よる分析 法の開発

筋弛緩薬 の生体 内半減期 は非 常に短 く,し か もそ の代謝物 の一部 は活性 を持つ ことが知 られ てい る。

その ため,裁 判化学分野 においては,迅 速 に,か つ代謝物 を含 めた一斉分析法の開発 が非 常に重要 であ

る と考 え られ る。

そ こで,PAN,VEC及 び関連化合物で ある17-hdrox-ancuronium(17-OH-PAN),317-dihdro

xv-pancuronium(3,17-OH-PAN),3-hvdroxv-vecuronium(3-OH-VEC),3,17-dihydroxy-vecuronium

(317-OH-VEC),317」diroion1-ancuronium(IS)を 対 象 と して 一 斉 分 析 法 の 検 討 を 行 っ た 。

質量 スペ ク トル の解析

筋弛緩薬 とその関連化合物 のESIに お けるマススペ ク トル を詳細 に検討 した。 このなかで,PAN及 び

その類 縁体で は2価 の分子 量関連イ オ ン([Mコ2+)の み が観 測 され,VEC及 びその類縁体 では1価 及び

2価 の分子 量 関連 イ オ ン([M]+及 び[M+H]2+)が 観 測 され た。 さらにln-sourceCID(collisioninduced

dissociation)法 に よ りフラグ メン トイ オ ンを生成 させ,構 造情報 に基 づ きフラグメ ンテー シ ョン経路 を

推 定 した結果,PAN,VEC及 び これ ら関連化合物 はLCIESI-MSに よ り確 実 に同定 が可能で ある こ とが

示唆 された。
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LCIMSの 分析条件 の検討

LCIMSの 分析条件(移 動相の組成,カ ラム長 さ,カ ラム温度,流 速及 びグ ラジエ ン ト時間)を 詳細 に

検 討 し,犯 罪捜査 に求 め られ る迅速 な分析法 を開発 した(サ イ クル タイ ム65分)。 本分析条件 は,分 離

能及 び迅速性 に優れ てい るだけでな く,汎 用性 の高 いODSカ ラムを使用 した こ とに よ り,筋 弛緩 薬の薬

物 ス ク リーニ ングへ の導入 も可能 とした。

分析上の注意点

筋弛緩薬及びそ の関連化合物 を正確 に定量す るための留意事項 として,以 下の ことを明 らかに した。

(1)筋 弛緩薬及び その関連化合物 は第4級 ア ンモニ ウム基 を有す るため,著 しくガ ラス製容器に吸着す

る ことが判 明 した。そ の回収率 は約30%程 度 で あった。一方,ポ リプ ロピレン製 の容器で は吸着

が認め られないた め(90%以 上の 回収率),試 料調製にはポ リプ ロピレン製の器具 を使用 した。

(2)除 粒 子操作 に使用す るろ過膜 は,そ の材質 の種類 によって著 しい吸着が認 め られ るため,適 切 な膜

を選択す る必要 が あった。 親水性PTFE膜,セ ル ロース膜及び ナイ ロン膜 では62一109%の 回収率

が得 られ た。一方,親 水性PVDF膜,PES(Polyethersulfone)膜 では回収率0-24%と 著 しい損失が

認め られた。

(3)筋 弛緩薬 は,メ タ ノール及 び水溶液 中では脱 アセチル化 され 易 く,ア セ トニ トリル 中で は安定で あ

った。 また,よ り低温 で保存す るこ とに よ り脱 アセチル化 に よる分解 が抑 制 され る傾 向 にあ った。

それ故,保 存溶液 はアセ トニ トリル で調製 し,よ り低温 での保存 が望 ま しい と考 え られ る。筋弛

緩薬 を含有す る生体 試料 を保 存す る場 合 にお いて も,ア セ トニ トリル に よる除 タ ンパ ク操作 を行

った後,そ の上清 を 一80℃で保存す る こと提 唱す る。

筋 弛緩薬 の分解過程

裁 判化学 では保 存状態 の悪い試料 を取扱 う場 合 が多い ため,対 象化 合物の経時変化(分 解過程 な ど)

を明 らか に してお くこ とが,犯 罪事実 の解 明に重要で ある と考 え られ る。それ故,本 研究 では筋 弛緩薬

の分解過程 も明 らかに した。

Pαηc配mη'π配

PANは,ス テ ロイ ド骨 格 の3位 ま た は 董7位 の ア セ トキ シ ル 基 が 加 水 分 解 して3-OH-PANと

17-OH-PANを 生成す るこ とが判 明 した。 これ らの化合物 は,さ らに脱 アセチル化 され3,17-OH-PANへ

と分解 が進 行す るもの と考 え られ た。

㌻をC躍0痂伽2

VECは,ま ず3-OH-VECに 分解 した後,さ らに分解 が進み3,17-OH-VECを 生成す ると考え られ る(PAN

の分解経路 とは異 な り17-OH-VECの 生成 は確認 され なかった)。3-OH-VECが 主 に生成す る理 由と して,

ステ ロイ ド骨格 の2位 に置換 した ピペ ラジ ンの第3級 ア ミンが塩基性 を示 ナた め,近 傍の アセ トキシル

基 が加水 分解 され 易い もの と考 え られ る(VECの 水溶液 は,pH=8.8-9.8,pKa=89と 報 告 されて い る)。
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実際に第3級 ア ミンを有す るVECは,PAN(第3級 アミンを有 しない)と 比較 して容易に脱アセチル化

されることが判明している。

これ らの結果は,実 際の事件における有益な分析対象の選択を可能 とし,裁 判化学上の貢献は大きいと

考 え られ る。

血液試料へ の応用

弱カ チオ ン交換 カー トリッジ(BondElutCBA)を 用 いて,血 清か らの筋弛緩薬及びその関連化合物 の

効果的 なク リー ンア ップ法 を確 立 した。また本 分析 法は,各 種バ リデーシ ョン(検 量線 再現性,回 収率,

検 出下 限値,定 量 下限値)の 結果,高 い信頼性 と再現性を有 す ることが示 され た。

開 発 した 分析 法 を 臨床 試 料(VECを 投与 した患 者 血液)に 応 用 した結 果,VEC,30H-VEC及 び

3,17-OH-VECの 存 在 が確 認 され た。 この うち,活 性 代 謝物 で あ る3-OH-VECの 濃度 が圧倒 的 に高値

を示 した。 こ の事 実 とVECの 生 体 内 半減 期 を考 慮 す る と,裁 判 化 学 にお け るVECの 摂 取証 明 には

3-OH-VECの 測 定 が必須 で ある と考 え られ る。 また,ほ とん ど活性 を示 さない3,17-OH-VECの 測 定は,

臨床 的な重要性 は少 ない と思 われ るが,変 性 した試料 を扱 う裁判 化学 において は,犯 罪事実 の解 明に有

用 な知 見を提供す る もの と考 え られ る。

結論

LCIESI-MSが 筋 弛緩 薬 を は じめ とす る極 性 の 高い 医薬 品 に よ る 自殺 や 犯罪 事 実の解 明に有用 な情

報 を提 供 す る と同 時 に,臨 床 現 場 にお け る患者 の 治療支 援 に も貢 献す る こ とが示 され た。 これ まで

LCIESI-MSに よるスペ ク トル は,使 用す る装 置及 び分析条件 の違い によ り変化す るこ とが危惧 され,EI

(電子 イオ ン化)ス ペ ク トル の よ うな汎用性 のある ライブ ラ リー が構築 され ていなかった。 しか し,同

一機種 ,同 一 メ ソッ ドを用 いた場 合,ス ペ ク トル の変化 がない こ とも報告 され てお り,事 実,今 回解析

したイ オ ンは再現性 よ く得 られ,本 法の信頼性 が示 され ている。LCIESI-MSに よる代謝物等の同時分析

や他 の分析機 器 を相補的 に用い るこ とによ り裁判 に耐 え うる充分な証明力 が得 られ る と考え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

犯罪捜 査におけ る物的証拠 は,事 実解明,犯 罪 の再構成 にきわ めて重要で ある。 しか し,犯 罪の複雑化,

質 の変化 に よ り,得 られ る物 的証拠の解析 には高度な手法 が要求 され る。従来,未 知化合物 の同定 と定

量 にはガス クロマ トグラフィー(GC)1マ ススペ ク トロメ トリー(MS)が 主 に用い られ て きた。本 法では,

GCの 高 分離能 とMSの 高感度性 のみな らず,電 子イ オ ン化法 によ り化合物 に特 徴的 なフ ラグメ ン トイ

オ ンを再現性 よく得 るこ とがで きる。 しか し,水 溶性 に富み,熱 安定性 に欠け る化 合物の測定 には不向

きであ る。 こ うした観点 か ら,本 研究 では,非 脱分極型筋弛緩薬pancuronium(PAN),vecuroniumu(VEC)

を例 に取 り上 げ,液 体 ク ロマ トグラフィー(LC)1エ レク トロスプ レーイ オン化(ESI)一MSの 有用性に

つ いて検 討 を加 えた。

PAN,VECは 分 子 内 に3級,4級 のア ミノ基 を持 ち水溶 性 に 富む こ とか ら,ESIが 好 適 なイ オ ン化

法 とい える。一方,こ れ ら筋弛緩 薬 の生体 内半減期 は短 く,し か も代謝 物 の一部 は薬 理活性 を持 つ。

この た め体 内動 態 の解 析 に は迅速 な一 斉分 析 法 の構 築 が求 め られ る。そ こで,PAN,VECと それ ら

の 代 謝 物17-hydroxy-pancuronlumu(17-OH-rAN),3,17-dihydroxy-pancuroniumu(3,17-OH-pAN),

3-hydroxy-vec亡roniumu(3-OH-VEC),3,17-dihydroxy-vecuroniumu(3,17-OH-VEC)の 高 感 度 一斉 分 析

法 を構築す るこ とと し,先 ず これ らのMsに おけ る挙動 に吟 味 を加 えた。 その結 果,い ずれ も分子量関

連 イオ ンを与 え,し か もin-sourceCIDに よ りフラグメン トイオ ンを生成す るこ とか ら,定 量のみな らず,

定性 にも有力 な手法 であ ることが明か となった。

引 き続 き,LCに わ ける溶 出挙動 に検 討を加 え,分 離能 に優れ,し かも分析時 間65分 とい う迅 速な分

離条件 を設定 した。また,こ れ ら筋弛緩薬お よび代謝物 は,ガ ラス製容器や,試 料 のろ過 に用い るPVDF膜,

PES膜 に吸着 され 回収率 が極 めて低 く,こ れ に対 しそれ ぞれ ポ リプ ロピレン製 の器具,親 水 性PTFE膜

やセル ロー ス膜,ナ イ ロン膜 で はこれ が回避 され るこ とが明か とな った。 さ らに,試 料 の溶解 に メタ ノ

ール を用 い る と脱 アセチル化 され る ことも判 明 し
,ア セ トニ トリル を溶媒 に用い る必 要の あるこ とも判

明 した。

本測 定法 を用い,ヒ ト血清試料 に標 品 を添加 し,測 定 した ところ,PANで は3位 あるいは17位 のア

セ トキシル基 が加 水分解 され,そ れ ぞれ3-OH体,17-OH体 にな った後,さ らに3,17-OH体 に変換 され

るこ とが明か とな った。一方,VECで は3-OH体 にな り,次 いで3,17-OH体 に変換 され るこ とが分かっ

た。 これ は,VECの 」7位 アセ トキシル基 が,PANの それ よ り加水 分解 を受けに くいため と予想 され た。

次 いで,VECを 投 与 した臨床試 料 に適用 した ところ,VEC,3-OH-VEC,3,17-OH-VECが 認 め られ,

この うち薬理活性 を持 つ3-OH体 が圧倒 的に高値 を示す ことがは じめて明か となった。

・以上 ,本 論文 は,裁 判化 学領 域にお けるLCIESI-MSの 有用性 を示 した ものであ り,博 士(薬 学)の 学

位論文 として合格 と認め る。
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