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／質量分析法 に よ る毛髪試料中の へ ロ イ ン

代謝物の 定量 とヘ ロ イ ン使用証明へ の応用
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＊

　（1995 年 5 月 18 日受付 ）

（1995年 6 月 30 日 審査 終 了）

　
ヘ ロ イ ン 投．ウの ラ ッ トを用 い て

，
ヘ ロ イ ン 代謝物 （6一ア セ チ ル モ ル ヒ ネ と モ ル ヒ ネ 1 の 血 し ょ う

（ptasma＞か ら 毛髪へ の 取 り込 み に つ い て ，　 GC ／MS 一
選択・fオ ン モ ニ タ リン グ （SIM ）法 に よ り究明 し，

更 に ヘ ロ イ ン の 使用証明の た め の 生体試料 と して の 毛 髪 の 有用性 を血 し ょ う及 び尿試料と比較 し た ．有
色毛 を有す る ラ ッ ト （DA 系，5 週 齢 ） に ヘ ロ イ ン 2．5 及 び 5．0　mg ／kg を 1 日 1回 IO 日 間腹 く う内投
与 し ， 血 し ょ う，尿及 び毛 髪中の 6一ア セ チ ル モ ル ヒ ネ と モ ル ヒ ネ を トリメ チ ル シ リ ル 〔TMS ）誘導体
化 し て GC ／MS に よ り定 量 した．得 ら れ た 血 し ょ う中濃度一

時聞曲線 ド面積 （AUC 。。 ） と 28 日間で 新
た に 生 え た背部の 毛髪中薬物濃度を比較 して ，血 し ょ うか ら 毛 髪へ の

．
二つ の 代 謝 物 の 取 込 率 を比較 し た ，

そ の 結果，6一ア セ チ ル モ ル ヒ ネ の 毛 髪 へ の 取込率 は，モ ル ヒ ネ の そ れ よ り 7 倍以上 で あ っ た．こ れ は

6一ア セ チ ル モ ル ヒ ネが モ ル ヒ ネよ り毛髪 に 取 り込 まれ や す く，蓄積 しや す い こ と を 示 して い る．次 い で ，

ヘ ロ イ ン 使用証 明 用 生体試 料 と して の 毛髪 の 有用性 を血液 や 尿試料と比較 し た．6一ア セ チ ル モ ル ヒ ネの

検出可 能 な 時間 に 関 し て は ，．血液 や尿 試料 で は そ れ ぞ れ 3 又 は 48 時間以
一
ドで あ る の に 反 し，毛髪試料

で は 28 口後 に 採 取 した試料か ら明確 に 確認で き た．更 に ，ヘ ロ イ ン 乱用者 の 毛髪 か ら は L4 年前 に 相
当す る毛 髪 の 部位か ら も 6一ア セ チ ル モ ル ヒ ネ を確認 し た．こ の こ と は 6一ア セ チ ル モ ル ヒ ネが尿 や 血液
中 で 不安定 で あ る の に 比 べ ，毛 髪 中で は か な り安定で あ る こ と を示 し て い る．毛髪試 料 が 他 の 生 体試料
に 比 べ ，6一ア セ チ ル モ ル ヒ ネの 存在量 の 多 さ と 1 年 以 上 の 過去 に さ か の ぼ っ て 検出可能 で あ る と い う点
に関 し，ヘ ロ イン の 使用証明 を行う上で ，非常 に 有用な 試料で あ る こ と が 明 ら か に な っ た．最後 に，本
法 を 用 い て

，
ヘ ロ イン 常用者の 過去 の 薬物歴 と毛髪中の 薬物分布を比較 し た，

1 緒 言

　ジ ア セ チ ル モ ル ヒ ネ （ヘ ロ イ ン ） は体内で 急速 に 代謝

を受 け，6．ア セ チ ル モ ル ヒ ネ 〔6MAM ）を経 て ，モ ル ヒ

ネ及 び そ の グ ル ク ロ ン酸抱合体 と な っ て 尿中 に 排せ つ さ

れ る．モ ル ヒ ネは 直接，あ る い は 加水分 解後生体試料中

に 比 較的容易 に 検出す る こ とが で き る が
， 尿 中 に モ ル ヒ

ネ を 検 出 して も，モ ル ヒ ネ，ア ヘ ン
，

コ デ イ ン 及 び け し

の 種を含 む 食品 な ど の 使用 とヘ ロ イ ン 使用 と 区別で き な

い ．モ ル ヒ ネ及 び コ デ イ ン は現 在 医療用 に も広 く 用 い ら

れ て お り，不法使用 と の 混 同 も考 慮 に 入 れ な け れ ば な ら

な い し，犯 罪 の 悪質性 と 薬物乱用 拡 大 防止 の 観点 か ら 考

え る と ，
ヘ ロ イ ン 使用 の 証 明 は重要 な 課題 で ある ．

　ヘ ロ イン 使用 を証 明 す る に は，生 体試料 か ら ヘ ロ イン

か 6MAM を 検出 し な け れ ば な らな い ．生体試料 中の

＊
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ヘ ロ イ ン は 非常 に 不安定 で ， す ぐ に 分解 す る た め，ヘ ロ

イ ン 使用証明の よ い 標的化合物と は 言 え な い．そ れ ゆ

え，ヘ ロ イン 使用 証 明 に は ，比 較的安定 な 6MAM の

検出が必要 と な る．一
般 に，ヘ ロ イン 使用者の 血中 や尿

中 の 6MAM は 濃度 も低 く，そ の 存在期間 は い ず れ も

非常 に 短 く，現在 の と こ ろ こ れ ら生 体試料 か らヘ ロ イ ン

使 用 を 証明 す る こ と は 容易 で な い ．近 年，Gone ら
1）
』3＞

と著者 らの グル
ープ

4）5＞
は ，前後 して ヘ ロ イ ン 使用者 又

は ヘ ロ イ ン 投与 の 動物 の 毛髪中 か らの 6MAM の 検出

を報告 し て お り，
ヘ ロ イ ン 使用を証明ぞき る生体試料 と

し て 注目さ れ て い る．

　ヘ ロ イン 使用証明 に 毛髪 を利用す る た め に は ，基 礎 的

デ
ー

タ と して ヘ ロ イ ン代謝物 の 血中か ら毛 髪中へ の 移行

性 を 詳細 に 調 べ て お く必要 が あ る．血 し ょ う （plasma）

か ら毛髪 へ の 薬物 の 移 行性 を客観的 に 表 す た め に ，著者

ら は 血 し ょ う 中濃度
一
時間 曲線下面積 〔AUC ） に 対 す る

毛 髪 中薬物濃度 （［H ］）の 比 （［H ］／Auc ）を薬物取込 率

（incorporation　rate 　into　hair）と し て 提案 して い る
6）．
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Fig．1　Structures　of 　heroin （diacetylmorphine）and 　its　major 　metabolites

　本稿 は ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ （GC ）／質量 分析 （MS ）一

選択 イオ ン モ ニ タ リ ン グ （SIM ）法 に より生体試料中の

6MAM と遊離 の モ ル ヒ ネを定量 し，ヘ ロ イ ン 投与 の ラ

ッ ト血 し ょ う か ら毛髪 へ の 6MAM と モ ル ヒ ネ の 取 込

率 を求 め る と と も に
，

ヘ ロ イン 使用証明 に ， 尿 や血液試

料 と毛 髪試 料 の い ずれ が 有利 で あ る か を比較 し た．更

に ，ヘ ロ イ ン 常用者 の 過去 の 乱用 歴 と毛 髪分 析 の 結果 を

対比 し た．

2 実 験

　2・1 材　料

　薬品 ： 塩 酸 モ ル ヒ ネ は 武 田薬品 製 を購 入 し た．6

MAM は ヘ ロ イ ン か ら Fehn ら の 方 法 η に よ り合成 し

た．パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドーd2 （99，8　atgm ％ D ）と ギ酸一

d2 （95％ in　D20 ，98．4　atom ％ D ） は MSD 　Isotope　Co ．

Ltd．〔Montreal ，
　Ganada ） か ら購 入 し た．モ ル ヒ 不 ・d3

と 6MAM −ds は パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドーd2 と ギ酸一d2 を

用 い て ，ノ ル モ ル ヒ ネ か ら前法 で 述 べ た 方法
S）に よ り合

成 し た．Bond 　Elut　Certifyは Varian　Samp 且e　Prepara −

tion 　Products （Harbor　City，
　USA ）か ら 購入 し た ．そ の

他 の 化学物質 は試薬特級 を用 い た．

　2・2 毛髪試料

　ラ ッ ト毛髪試料 ； 3 匹 の Dark−Agouti ラ ッ ト （雄性，5

週 齢 ，90〜120g）に そ れ ぞ れ ヘ ロ イ ン を 2．5 及 び 5．O

mg ／kg，1 日 1 回 ， 10 日 間 投与 し た ．薬物投与前 に ，

動物 の 背部 の 毛 を動物用電気 か み そ りで 刈 り取 り，こ れ

を コ ン トロ ー
ル 試料と し た．初 回 投与 4 週閙後 に ，新

た に 生 え て き た 背部の 毛 を刈 り取 っ た ．

　 ヒ トの 毛 髪試 料 ：
ヘ ロ イ ン 乱用者，ST−2 （男性，27

歳〉，ST −5 （男 性，30 歳），　 ST −12 （女性，32 歳），の 毛

髪試料 は頭 の 後部頭頂部 か ら 頭皮 の 近 くで 切 断 し，採 取

した．毛髪試料の 根元側 を輪 ゴ ム で 縛 り， アル ミは くで

包 ん で 郵送 され た．合 わ せ て，精神科医 に よ り得 られ た

患者の 薬物使用歴 が試料 と と も に 送 られ て き た．

　2 ・ 3　薬物添加毛髪試料の 標準調製法

　10ml の ガ ラ ス 管 に 入 っ た 洗浄済 み の 細 切 し た正常 な

ヒ ト毛髪 10mg に 0．Ol〜IO　yg／ml の 6MAM 及 び モ ル

ヒ ネの メ タ ノ
ー

ル 溶液 0，1ml を 0．1 か ら 50　ng ／mg と

な る よ う に 添加 し，と き ど きボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ
ー

で か

き 混 ぜ な が ら，溶媒 を 自然 に 蒸発 さ せ 均
一な 標準試 料 を

作製 し た．

　2・4　標準分 析法

　毛髪試料を 10ml 試験管 に 入 れ ， 0．1％ ラ ウ リル 硫酸

ナ トリ ウ ム （SDS ） 10ml を 加 え ，1 分間超音波洗浄 を

3 回繰 り 返 し た後 ， 蒸留水 10　ml で 同様 に 3 回洗浄，

乾燥後，は さ み で 細 か く切 る．こ の 毛 髪試料 （5〜10

mg ）を精ひ ょ う し 10ml ス ピ ッ ツ 試 験 管 に 入 れ
，

メ ダ

ノ ール ートリ フ ル オ ロ 酢酸 （TFA ）〔20 ： 1＞2ml と 内標

準 （400　ng ／m1 の 6MAM −d3 及 び モ ル ヒ ネーd3 を 含 む〉

溶液 100　uJ を加 え て 1時間超音波処 理 し た 後 ， 室温 で

一
夜放置す る．毛髪 を泝去 後，泝液を窒素気流 に て 蒸発

N 工工
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Table　 lRecoveries 　of 　6−acctylmorphine （6　MAM ）and 　morphinc 　from　spiked 　samples

6MAM 6MAM 十 Morphine Morphine

Amount 　added 　to　hair

Recoverd　amounts ／ng
Relative　standard

　 dcviation ，％

Recovery
，
％

　 40ng
38，16± 2，03†

5．3295

，40

　 40　ng37

．89 ± L98
，

5．23
，

94．72，

　 40ng40
，62：ヒO．491

．21101

．55

　 40　ng38

．76±0．60L559690

n ＝6；†1．27　ng 　of 　morphinc 　was 　produced．

乾固 し た 後 ， 残留物 に 0．lM リ ン 酸緩 衝 液 （pH 　6．0）2

ml 加 え
， よ く混 和 し た後，以下 の 手順 に 従 っ て

， 固 相

抽出を行う．Bond 　Elut　Certify （あ ら か じめ メ タ ノー
ル

と水 で 活性化 し た）に 注 ぎ，1ml 〆min 程度 の 速度 で 吸

引溶出 す る ．カ ラ ム は 水 5ml で 洗浄 し た 後 ， 水流 ボ ン

プ減圧下 に 5 分 聞乾燥 す る．更 に ，メ タ ノ
ー

ル 3ml で

洗浄 し た 後，カ ラ ム は ア ス ピ レ
ーター

減 圧 下 に 5 分間

乾燥 す る．最後 に ，塩 化 メ チ レ ン ーイ ソ プ ロ ピ ル ア ル

コ
ー

ル
ー28％ ア ン モ ニ ア水 （80 ：20 ：2）の 3m1 を カ ラ

ム に 加 え て ，目的物を吸引溶出 し，溶出液 は 窒素気流 に

て 留去 す る ．残留物 は ビ ス （トリ メ チ ル シ リ ル ）ア セ ト

ア ミ ド 〔BSA ）50叫 に 溶解 し ， 80℃ で 20 分 間 シ リル

（TMS ）化 し，そ の 2 叫 を GCIMS に 注入 す る ．

　 2・5　毛髪か らの薬物抽出溶媒 の検討

　 著者 ら が 今回用 い た メ タ ノ ー
ル
ーTFA （9 ： 1）と比較

す る た め ，毛 髪中 の モ ル ヒ ネ類 の 抽 出 に 既 に 報告 さ れ て

い る 3 種 の 代表的 な 溶媒 ， メ タ ノー
ル

3），10％ 塩 酸
B）
及

び ヘ リ カーゼ
e）を用 い て ，文献 に従 い ，以下 に 示 す 方法

で 抽出操作 を行 っ た．

　 メ タ ノ ール ： 毛 髪 10mg を小 試験管 に 採 り ， メ タ

ノ
ー

ル 2ml を 加 え て ，40℃ で 14 時間ボ ル テ ッ ク ス ミ

キサ
ー

で 振 り混 ぜ る．終了時 に 内標準溶液 100 μ1 を 混

和 し，毛髪 を瀕去 し た後 ， 溶媒 を窒 素気流 で 留去 して得

られ た残留物 に リン 酸緩衝液 （pH 　6．0＞2ml 加 え，前述

（2・7）の 固相抽出を行 う．

　10％ 塩酸 毛髪 10mg を小試験管 に 採 iり，10％ 塩酸

2ml を加 え て
， 45℃ で 14 時間 ボ ル テ ッ ク ス ミ キサ

ー

で 振 り混 ぜ る．終了時 に 内標準溶液 leo　yi を混 和 し，
毛 髪 を 泝 去 し た 後 ，塩 酸 溶 液 をエ

ー
テ ル で 振 り混 ぜ 洗浄

後，炭酸水素ナ トリ ウ ム で ア ル カ リ性 と して ク ロ ロ ホ ル

ム ー工 タ ノール （3 ： 1）で 抽出 し，得 ら れ た 有機相を 分

離 し，溶媒 を窒素気 流 で 留去 す る．残留物 に リ ン 酸緩 衝

液 （pH 　6．0）2ml を加 え ，前述 の 固 相 抽 出 を行 う．

　ヘ リ カーゼ ： 毛髪 10mg を 小試験 管 に 採 り，0．lM リ

ン 酸 緩 衝液 （pH　6．0）2m1 と ヘ リ カーゼ 溶液 1β一グル

ク ロ ニ ダーゼ （50U ／ml ）， ア リル ス ル フ ァ ターゼ （500

U ／ml ）を含 む リ ン 酸緩衝液175叫 を 加 え て ，40℃ で 2

時 間振 り混 ぜ る．終 了 時 に 内標準溶液 100　olを混和 し ，

毛 髪 を泝去 した後 ， 上記に示 した 固相抽出を行 う，

　 メ タ ノ
ー

ル
ーTFA （9 ： 1＞： 内標準溶液 は 抽出前 の 添 加

を 抽 出 終 了 時 に 変 え て
，

上 記 の 標準分析法 に 基 づ き行

う．

　 2 ・6　GCIMS の 測定条件

　GGIMS 装 置 は ヒ ュ
ー

レ ッ トパ ッ カー ド製 M 。del

5890／MsD5971 を用 い た．測定条件 は 次 の よ う な 条件

下 で 行 っ た ： TC −1 キ ャ ピ ラ リー
カ ラ ム （ジーエ ル サ イ

エ ン ス 製，内径 0、25mm ， 長 さ 15m ，膜厚 0．25 μm ），
注 入 口 温度 ；200℃ 〔ス プ リ ッ ト レ ス モ

ード），カ ラ ム 温

度 ；60℃ （0，5 分保持）か ら 280℃ へ 毎分 20℃ で 昇温，

キ ャ リ ヤ ーガ ス
；

ヘ リウ ム （4．5　psi）， 質量 分 析計 は

SIM モ
ー ドで 測定 し，　 TMS −6　MAM は m ／z　399、15，

340．00， 287．OO，　 TMS −6　MAM −d3 は m ／ζ 402．10，
TMS2 一モ ル ヒ ネ は m ／z　429．15， 414．Oe， 287．00 及 び

TMS2 一モ ル ヒ ネーd3 は m ／z　432 ．15 で そ れ ぞ れ モ ニ ター

し た．

3 結果 と考察

　3 ・1 毛髪 か ら の 6MAM の 回収率 と安定性

　400 μg／ml の 6MAM の メ タ ノ
ー

ル 溶液を コ ン トロ ー

ル 毛髪試料 に 添加 して，40ng ／10mg の 標準試料 を作製

し，こ の 10mg を試験管 に 採 り，内標準 を抽出後 に 加

え る 以 外 は 標 準 分 析 法 に 従 い 抽出 ・定 量 を行 い ，回収率

を 調べ た （Table　l）．メ タ ノ
ー

ル
ーTFA （911 ）抽出 中 に

6MAM の 3〜5％ が モ ル ヒ ネ に 分 解 し，回収率 は 6

MAM で は 95％ 前後，モ ル ヒ ネ で は 96〜97％ で あ っ

た．両者 が 共存 す る 場合 は，6MAM が モ ル ヒ ネに 分解

す る量 だ け見掛 け 上モ ル ヒ ネの 濃度 が高 い 値 と な っ た．
一

方，内 標準 を抽出前 に 加 え る標準 方 法 で は，そ れ ぞ れ
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Table　 2Cornparison 　of　extraction 　effeciency 　of 　6　MAM 　and 　rnorphine 　frorn　rat 　hair

　　Drug
administered

Drug 　detected

MeOH 10％ HCI Helicase MeOH ／TFA （9 ： 1）

Rat−la）

　 6MAM

　 MO
　Sumb ）

Rat−2a｝

　 6MAM

　 MO

　Sumb）

0．98 士0．04
　 　 TRO
．98 （7．8％）

0．80±0．03
　 　TRO
．80 （7．7％）

12．59± 0．22

（100％）

正0．45 ニヒ0．51

（100 ％）

5，89±0．52
3．22±035

9，11 （72％〉

5，67 ±0．48
3138± 0．41
9．05 （87％）

7．57 ± 0．21
3．99 ± 0．ll
11，56 （92％）

6．56土0．18
3．90± O，20

10．46　（100％）

a ）Rat−l　and 　Rat−2　mean 　each 　hair　samp 且e　of 　two 　rats 　independently　administered 　heroin．　 b）Sum 　means 　the　tot
−

。 i 。 m 。unt 。f　6　MAM ・nd 　m ・・phi・・，　 Th ・ v ・且・・ s　l・ th・ t・bl・ a … v ・ ・ ag … f・th・ ・e・ul ・・　fr。 r・　3　P。・ti・ n ・ ・f … h

rat　hair　sample ．

10．80 1Loo 11．2

Urine　　　　　　　　 （B）

10・24h

　　　　 　　　 MO

　　　　　　　　　　　 6MAM

6MAM ・d3

膩 Od3

10．80 11，00　　　　1120

Timelmin

10．8011 ．001L20

Fig．2　GGIMS −SIM 　chromatograms 　of 　TMS −derivatized　6　MAM 　 and 　morphine

（MO ）丘om 　plasma （A ），
urine 〔B）and 　hair（G ）of 　rats 　administered 　hero三n

Ch ・ ・ m ・ t・9・am ・ w ・・e 。bt・i・・d　by　m ・ nit・ ・i・ g　m ／z・399・f・・ TMS −6MAM ，醸 402飴 ・

TMS −6MAM −d3，　m ／z　429　for　TMS2 −MO 　and 班 た432　fbr　TMS2 −MO −d3．

の 重水素標識体 （6MAM
−d3，モ ル ヒ ネーd，） は，抽 出

中の 挙動 は ほ ぼ 同 じで あ る と考 え られ，両 化合物 と も精

度 よ く （RSD ＜6％ ）定量で き た．

　ヘ ロ イ ン 投与 の ラ ッ ト毛 髪 を用 い て ，4 種 の 抽出溶媒

に よ る 6MAM と モ ル ヒ ネ の 抽 出効率を 比較 し た．

Table　2 に 示 す よ うに
，

メ タ ノ
ー

ル で は 6MAM の 抽出

の み で ，7− 8％ に と ど ま っ た ．10 ％ 塩 酸 で は加 水 分 解

を伴 い ，モ ル ヒ ネ の み と な っ て 抽出 され るが ， 最 も強力

な 抽出条件で ある の で ，便宜 上 毛髪中 の トータ ル モ ル ヒ

ネ　（ラ ッ ト
ー1 ： 12．59　ng 〆mg ，ラ ッ ト

ー2 ： 10．45　ng ／mg ）

と して 考 え る．ヘ リ カ ーゼ 処理 で は 毛 髪 か ら の トータル

モ ル ヒ ネの 回収率は 72− 87％ で あ り， そ れ に比 べ
， メ
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Fig。3　Time 　courses 　of 　6　MAM 　and 　merphine 　concentrations 　in　plasma　and 　urine 　of

rats 　administcred 　heroin　 or 　6　MAM 　at　5　and 　2，5　mg ／kg

Abbreviation； H5 ；5mg ／kg　dose　of 　heroin；H2 ．5；2，5　mg ／kg　dose　of 　heroin

タ ノ
ー

ル
ーTFA 〔9 ： 1） で は トータ ル モ ル ヒ ネの 回収率

は 92 − 100％ で あ り
， 明 ら か に メ タ ノ

ー
ル
ーTFA （9 ：

1）の 抽出効率 が 優 れ て い た．こ の 2 種 の抽出溶媒 で の

6MAM の 割 合は い ず れ も 62〜65％ で あ り，抽出中 の

加 水 分 解 を極 力 抑制 し て い る こ と が う か が え る ．こ の 事

実 は
，

メ タ ノ
ー

ル
ーTFA （9 ： 1） は 毛髪中 の 6MAM の

分解 を抑 え て，効率よ く抽 出す る と ともに ，同時 に モ ル

ヒ ネ も 効 率 的 に 抽出で き る 溶媒 で あ る こ と を示し て い

る．本法 は 内標準 と して 6MAM −d3 を用 い て お り， 抽

出中の 少量 の 分 解 も相殺 で き る の で ，6MAM の 定量 値

の 精度 は 高 い と 言 え る．

　3。2 ヘ ロ イ ン投 与 の ラ ッ ト血 し ょ う，尿及 び 毛髪 か

らの GCIMS −SIM ク ロ マ トグ ラム

　GC ／MS の 本条件 に お い て
，

モ ル ヒ ネ及 び 6MAM

の TMS 誘導体 の 保持時間 は 10．92 及 び ll．09 分 で あ

り，対 応 す る 重 水素標識体 の TMS 誘導体 は 10．89 及 び

11．07 分 で あ っ た，重 水素標識体 の そ れ に 対 す る 相対保

持 時 間 は 1．00t か ら 1．003 の 問で あ り，測定条件 が 変化

し た 場合 もピー
ク の 同 定 が 容易 に で き る．Fig．2 に 見 ら

れ る よ う に ，ラ ッ トに 投 与 60 分 後 モ ル ヒ ネ 及 び 6

MAM の 血 し ょ う中濃 度 は そ れ ぞ れ 52，25　ng ／ml ，

le− 24 時 間 尿 は そ れ ぞ れ 3500，100　ng ／ml で あ り，そ

れ に 対 して
， 28 日後 の そ れ らの 毛髪中濃度 は 3、89

，
6，74

ng ／mg で あ り，モ ル ヒ ネ と 6MAM の 存在比 が 逆 転 し

て い る こ と が 分 か る．

　3 ・3 へ 囗 イ ン 投与 の ラ ッ ト血 し ょ う及 び 尿中 の 6

MAM の 経時変化

　ヘ ロ イ ン を ラ ッ トに 腹 く う 内投与後 5，15，30，60，
120，240分 に 眼か 静脈叢 か らキ ャ ピ ラ リーガ ラ ス 管 で ヘ

パ リ ン を含む プ ラ ス チ ッ ク チ ュ
ーブ に 氷 冷 下 に 採 取 し

た．得 ら れ た 血液試料 は 10000　rpm で 3 分間遠心 分 離

後，分析時 ま で
一20℃ で 保存 し た，血 し ょ う試料 100

Viiを採 り，　 O」 M リ ン 酸緩衝 液 （pH 　7．4） 0，5　ml と 内標

準 溶液 50 μ1 を 加 え て
， 標準 分 析方 法 で 前 処 理 し，

GCIMS で 定量 し た．

　Fig，3A は 240 分 ま で の ラ ッ ト血 し ょ う中 の 6MAM

濃度 と モ ル ヒ ネ濃度 の 経時変化 を示 し て い る．血 し ょ う

中 6MAM の 検出可 能 な 時間 は ヘ ロ イ ン を 5，0　mg ／k琶

腹 く う内投与後，長 くて 2，3 時間 で あ っ た ．

　ヘ ロ イ ン を ラ ッ トに 腹 く う 内投与後 O〜12，r2〜24，
24〜48 及 び 48〜72 時 間 尿 を採取 し た，そ れ ぞ れ 1ml

採 り，0．IM リ ン 酸緩衝液 〔pH 　7．4） 1ml と内標準溶

液 100　vJ を加 え て ，標準分析方法 で 前処理 し ，
　 GCIMS

で 定量 した．

　Fig．3B は 72 時間 ま で の ラ ッ ト尿中の 6MAM と モ

ル ヒ ネ の 排 せ つ を示 して い る，尿中 6MAM 及 び モ ル

ヒ ネ の 最 大 濃 度 は 12 時 間 尿 で あ り
，

そ の 後急 速 に 減少

し た，投与後，48 時間 を 超 え る 尿中 に 6MAM や モ ル
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ヒ ネ を検出す る の は 困 難 で あ っ た．

　3 ・4　血 中薬物の毛髪 へ の 取込率

　 ［i1Lし ょ う 中濃度
一
時 問 曲線 下 面 積 （AUG 。。） の 測 定 ：

AUC 。。は ，最終 時間 で の 濃度 CCL，，t） と 消 失 速 度定数

〔β）の 積 CβCt．、，） で 導 き出 さ れ る 外挿法 で 得 た 経時変

化曲線を用 い て，台形則 に よ り計算 した，

　薬 物 の 毛 髪 へ の 取込 率 ： 薬物 a） AUC   〔min ・
US／ml ）

に 対 す る 毛 髪 中薬物濃度 〔ng ／mg ｝ の 比 （無名数 〉を 薬

物 の 血中 か ら毛髪 へ の 移行 の 特性傾向を表す
一一

つ の 指標

〔毛 髪取 込 率 〉 と し て 表 す ．

　 6MAM と モ ル ヒ ネ は 投与 28目 後 に 刈 り取 っ た ラ ッ

ト毛髪 中に そ れ ぞ れ 6．56〜7．57，3．90〜3．99mg 八g 検出

さ れ た．ラ ッ ト毛髪中 の 主 代 謝 物 は 6MAM で あ り，6

MAM と モ 1レ ヒ ネ の 平均比 ．率 は L8 ： 1 で あ っ た．

　著者 ら はPX報“）
に て 薬物 の 物理化学的性質の 違 い に よ

り，醐投与 量 も し く は 同 じ AUG 値 の 薬物 で も毛髪 へ 取

り 込 ま れ る量 が 著 し く異 な る こ と を 報告 して い る ．そ の

詳細 な メ カ ニ ズ ム は解明 され て い な い が，そ の 現 象 を解

明す る た め に も毛髪 へ 取 り 込 まれ や す さ を示 す 指標 が 必

要 で あ る と 思 わ れ る，そ こ で ，1“Lし ょ う中の 薬物 の 全量

を客観的 に 表 す AUC 値 と
一・

定期 間 に 毛 髪 中 に 取 り込 ま

れ た薬物の 量 を桐 対的 に 示 す 濃度の 比 を薬物取込 傾向 を

表 す指標 〔毛髪取込率）と して 用 い る こ と を提案して い

る
6），

　 6MAM 及 び モ ル ヒ ネの 毛髪取 込 率 は そ れ ぞ れ 0．22

及 び 0．03 と 計算 さ れ た．こ の 値 か ら 見 れ ば，6MAM

は モ ル ヒ ネ に 比 べ
， 7 倍 以 上 毛 髪 へ の 取 り 込 み が 速 い こ

と を示 して い る．付言 す れ ば ， 既 に 報告 した 著者 らの 結

果 に よ る と，覚 せ い 剤 メ タ ン フ ェ タ ミ ン は e．15± ．

0．05］o〕，コ カ イ ン は 2．0土 0．41］｝
で あ り，6MAM は メ タ

ン フ ェ タ ミン と同 程度 ，
モ ル ヒ ネは 毛髪 へ の 取 り込み が

か な り低 い 薬物で あ る と結論 で き る，

　3・5　ヘ ロ イ ン乱用者の毛髪の 分析例

　ヘ ロ イ ン 乱 用者の 毛髪試料 （全毛）約 10mg を 標準

分 析法 で 抽 出 ・分 析 を行 っ た．

　3 人 の ヘ ロ イ ン 乱用者 の 毛髪 中 に は 6MAM が 主成分

で ， モ ル ヒ ネ は 第 2 成分 と し て 検出 され た．ヒ ト毛 髪

中の 6MAM ／モ ル ヒ ネ の 平 均 比 率 は 4 で ，ラ ッ ト毛髪

中の そ れ （1．8） よ り高 い 値 で あ っ た （Fig，4）．こ の 事

実 は ラ ッ トよ り ヒ トの 毛 髪の ほ うが 6MAM 検出を行

う上 で は ，よ り有利 な 生体試料 で あ る こ と を意味 し て い

る，

　Fig．5 に ST −2 か らの 抽 出物 の GC ／MS ク ロ マ トグ

i2

10

8

6

4

【
」

乱
署
毒
鼕・
遵

δ

2

 

R 謙 s 丁一2

F夏9・4c ・ mparis 。 n 　 bctwcen　 6　MAM ・ nd 　 m ・ じ
一

phii
’
ie　⊂：oncet ユ亡ration ．s 　｛n ＝3｝　量u 　亡he　hair　o 「 the 　「a 置

凌r｝cl　t｝麹e　huma ．n 　foal・wing 　hcrolI〕 inta．k仁

ラ ム を 代表例 と し て 本 す．ST −2 で は 6MAM が 且4．86

ng ／mg ，モ ル ヒ ネが 3．23　ng ／mg ，　 ST −5 で は 6MAM が

6．16　ng ／mg ，モ ル ヒ ネ が 1．75　ng ／mg ，　 ST −12 で は 6

MAM が 12．33　ng ／mg ，モ ル ヒ ネ が 2．28　ng ／mg で あ っ

た．

　 3 ・6　 ヘ ロ イ ン乱 用者 の 薬物歴 と毛髪中の 薬物分布

　約 30 本 の ヘ ロ イ ン 乱 用 者 の 毛 髪 試 料 を接 着 ペ ーパ ー

に 試料の 根元 をそ ろ え て ，真 っ 直 ぐ に は り付 け，根 元 か

ら 2　 cm 間隔 で 切断 し た．そ れ ぞ れ の 分画 の 毛髪片 は

別 々 に フ ラ ス コ に 入 れ ，標準分 析法 に 従 い 各分 画 を分 析

し，乱用歴 の 裏付 け を試 み た．患者 〔ST −2）は 1 年 前

か らナ イ ロ ビや ニ ュ
ーヨ ー

ク で ヘ ロ イン を最大 1 目 1g

乱用 して い た．しば ら く，日 本 に 帰国 し て い た 間は 薬物

を 使用 し な か っ た が
， そ の 後 タ イ やナ イ ロ ビ に 渡 り．ヘ

ロ イ ン を連 口 使用 し た．毛髪 中の 6MAM の 分布 は

Fig．6 に 示 す よ う に ，根 元 か ら先 端 へ 時間の ス ケ
ー

ル を

1．2cm ／月 に 合わ せ た と き
， 患 者 の ヘ ロ イ ン 乱 用 歴 と よ

く一致 した ．

　Fig．7 に 爪 す よ う に ，　 ST −5 と ST −12 の 毛髪分析 の

結 果 は 乱 用 歴 と 毛 髪 中 の 6MAM 分 布 が よ く符 合 して

お り， ST −12 の 毛髪の 根 元 か ら 22〜24cm　 U ．4年前 に

相当）の 分 画 に 6MAM が 3，8　ng ／mg 検 出 さ れ た こ と

を 示 し て い る ．こ の 事実 は 毛髪分 析 に よ り，1年 以 上 前

の 過 去 の ヘ ロ イ ン 使用 状況 を知 る こ と が で き る こ と を 不

し て お り，更 に ，成 長 期 の 毛 髪 中 の 6MAM は ，そ の
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s か なりの 割 合 が長 期 間 加 水分 解 を 受 け る こ と なし

， 安 定 に 保 た れ て い た こ と を 表し

いる， 　 3 ・ 7 　ヘロイ ン使用証明 の 毛髪試
料
の有用

一尿，血 液

料との比 較 　前 述 のよ うに ， ヘ ロ イン 投 与 のラ ッ ト

デ ル
実 験 に お い て ， 血し ょう 試 料では 6MAM の

出可能 な
時

間 は 投 与後2 〜S 時 間ま で， 尿試 料 で は

長 48 時間まで
で あ った ．

一
一一方 ， 6MAM は 一 度毛

に入 る と，か なり安 定化 され，1 年 以 上 経 過 し て も

出 可 能であ る こ と を 確 か め た ， そ れ 以外 の毛髪 の 長

と し
て は，試 料 採 取 が 容 易 で ， il 前 で 行 え る た め 確

であり ， 貯蔵 が長 期間 可 能 で，スペ ー ス を 取 ら ない

， 親 化合 物 又 は それ に 準 じた 化 合物 の 検出に 有 利 で

る ． 欠 点 と して は ， 検査が他 の 試 料 に比 べ 煩雑で あ

，時間 を 要するこ と で あ る． し か し，血液 や 尿試 料

は 得 ら れない 薬 物 使 用 情 報が 蓄 積 さ れて お り， ヘ ロ

ン 使 用証

ではそ
の
有用 性 が 明 確 に 示 された， N 工工一
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　毛 髪中 の 6MAM と モ ル ヒ ネの 正確 な 濃度 を 知 る た

め に は 加 水分 解 を起 こ さ ず，効率 よ い 抽出能力 を持 つ 溶

媒 を 選 ば ね ば な ら な い．毛 髪 か ら の 6MAM の 抽 出 の

検討 の 結果， メ タ ノ ール ーTFA 〔9 二 1）が 良好 な 抽出効

率，妨害物質 の 抽出抑制，6MAM の 分解が極小で 操作

が 簡便 で あ る 点 で 優 れ た 抽出 溶 媒 で あ る こ と が 明 ら か に

な っ た．

　効 果 的抽出法 に 加 え ，重水素標識 の 6MAM と モ ル

ヒ ネ を 内標 準 に 用 い て ，GC ／MS の 選 択 イオ ン モ ニ タ リ

ン グ法 を 採用 す る こ と に よ り，毛 髪 中 の 6MAM とモ

ル ヒ ネの 同時高感度，高精度分析法 が 開発 で き た．本法

を用 い て ，血 中 か ら 毛髪へ の 移行性 を 血 し ょ う AUC に

対 す る 毛 髪中薬物濃 度 の 比 で 見 た場 合，6MAM は モ ル

ヒ ネの 7 倍 以 上 血 中か ら毛 髪 へ 移 行 し や す い こ と が 明

ら か に な っ た．更 に ，毛髪 に 人 っ た 6MAM は 比 較的

安定 で ， 1年以上過去の 部位 に も容易 に 検出可能 で あ る

こ と を証 明 した，最 後 に ，ヘ ロ イ ン 使用者 の 毛 髪 を分析

し，1 年以上 過去 に さか の ぼ っ て ，使 用 歴 と毛髪中薬物

分布 が 良 く一致 し て い る こ と を実証で きた ．
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  Determination  ef  heroin metabolites  in hair specimens  by  GC/MS  method  and

its application  to confirmation  of  heroin use.  Yk!ji NAKAHARA, Kazunori TAKAHAsHi
and  Ruri KiKuRA (National Institute of  Health Sciences, Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo
158)

  The  incorporation of  heroin (diacetylmorphine) metabolites,  6-acetylmorphine
(6 MAM)  and  morphine,  from  plasma into hair using  rats  administered  heroin was  in-
vestigated  by the GC/MS-selected  ion monitoring  method,  Following intraperitoneal
administration  of  heroin to DA  rats  (5 weeks  old)  onee  a  day for successive  days at  doses
of  2.5 and  5.0 mglkg,  6 MAM  and  morphine  in plasma,  urine  and  hair were  determined

as  TMS  derivatives by GC!MS.  Their incorporation rates  defined as  the  respective

ratios  of  the  concentrations  in back hair newly  grown  for 28 days ([H]) to the area

under  the plasma concentration  vs'. time  curves  (AUCs) were  compared.  The  incor-

poration rate  < [H] /AUC) of6  MAM  into hair was  7 times  higher  than  that of  morphine,

suggesting  that  6 MAM  is more  highly incorporated and  accumulated  in hair, In addi-                    '
tion, advantages  of  hair samples  as  specimens  for confirmation  of  heroin use  were  com-

pared with  plasma and  urine  samples.  The  life times  of  6 MAM  in the  rat  plasma and

urine  specimens  were  less than  3 and  48 hours foilowing heroin administration,  respec-

tively. On  the  contrary  6MAM  could  be detccted in rat  hair 28 days after  the first
administration.  Moreover, 6 MAM  was  detected in a  corresponding  section  of  1.4 years
ago  in heroin abuser's  hair. This fact suggests  that  6 MAM  is more  stable  in hair than
in urine  and  plasma,  It also  shows  that  hair is a very  advantageous  specirnen,  having  a

higher content  of  6MAM  and  allowing  for retrospective  detection in terms  of  years,
Finally, the  drug histories of  three  heroin  abusers  wcre  correlated  to thc  distribution of  6
MAM  along  the hair shaft,
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