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親水性相互作 用 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー
／質量分析法 に よ る タバ コ 煙

暴露評価の た めの ヒ ト血 清中ニ コ チ ン及 び コ チ ニ ン の 定量
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　タバ コ 煙 に は，4000 種類 以 上 の 化学物質が 存在 し ， そ

の 中 に は ニ コ チ ン ，
一

酸 化 炭 素 ，ア ン モ ニ ア ，ま た フ ェ ノ

ー
ル 類等 の 200 種類 以 上 の 有害化学物質及 び ニ トロ ソ ア

ミ ン，ベ ン ゾ ピ レ ン，ま た 4 ア ミノ ビ フ ェ ニ
ー

ル 等 の 40

種類以 上 の 発 が ん 物質 が 含 ま れ て い る
1〕”S）．タバ コ 煙 は 主

流煙 と副流煙 に分類 され るが ，副流煙 は フ ィ ル タ
ー

に よ る

炉過が 行われ ない た め，主流煙 と比較 して 多 くの 有害物質

及 び発 が ん物質を含有し て お り
1）

， タバ コ 煙 に よ る 環境汚

染 の 大半 は 副 流 煙 に起因す る．

　成 人 の 喫煙 に よ り肺が ん，食道が ん，心臓 血管疾患及 び

慢性肺疾患等 と い っ た 生 体へ の 悪影響が 明 らか となっ て お
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 さい

り
4＞
』7〕，特 に ，妊婦 の 喫煙 で は，臍帯 の 血 流量が減少 し，

胎児 に低酸素状態や 低栄養状態を もた らす
S｝．そ の 結果，

子 宮内胎児発育遅 延 ， 早産 ， 死産 ， 先天異常 や 出生体重低

下 等が 高頻度 に発生す る と報告
9）− II ｝

さ れ て い る．また，

乳 幼 児 で は 家 庭 環 境 に お け る副 流 煙 の 暴 露 や，タバ コ の 抽

出液 を誤飲す る こ と に よ る ニ コ チ ン 中毒
7）
が 報告 され て い

る．

　 ニ コ チ ン は喫煙 に よ り肺毛 細血 管 を通 じて 速 や か に体内

に 吸収され，全身 に分布 した 後，肝臓 で そ の 約 80％ が コ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 じ ん 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 せ つ
チ ニ ン に 代謝 さ れ，約 10 ％ は 腎臓 で 尿中 に 排泄 さ れ る ．

ニ コ チ ン 依 存症 は
，

ニ コ チ ン が 脳 内の ドーパ ミ ン 神経系 に

影響を 及 ぼすこ とで 引 き起 こ さ れ，必然的に 喫煙行為 を助

長 さ せ て し ま う
7）．ま た，乳 幼 児 に お い て，タバ コ の 副 流

煙暴露 に よ り心 臓血 管疾患，呼吸器疾患 ，成長抑制等 の 生
　 　 　 　 　 ぐ

体影響 が 危惧 さ れ て い る
IS）．現在，タバ コ 煙 に よ る暴露実

態 を評価す る た め に ，喫煙者 で は ，ニ コ チ ン 及 び コ チ ニ ン

を指標 とし，非喫煙者 で は，ニ コ チ ン （血中半減期 ユ〜4

時間） に比 べ て 半減期 の 長 い コ チ ニ ン （血中半減期 18 〜

20 時間）を指標 とす る暴 露 評 価 が 有用 と され て い る
且4）−20 ｝．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 きよう

　血 清 中 の ニ コ チ ン 及 び コ チ ニ ン の 測定法 と して ， 夾雑成
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分 の 影響 を避け る た め ，液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

／タ ン デ

ム 質量分析法 （LC ／MS ／MS ） を用 い た 報告
2 ／ ）

が あ る が ，

現在 の とこ ろ広 く普及 して い る とは言 い 難 い ．そ こ で 本研

究 で は，よ り普 及 し て い る 測 定機 器 を検 出器 と し ， ま た ニ

コ チ ン 及 び コ チ ニ ン を 夾雑成分 か ら分離 させ る た め親水性

相 互作用 ク ロ マ 1・グ ラ フ ィ
ー （HILIC ）

22 ）
を 用 い た ，ヒ ト

血 清中ニ コ チ ン及 び コ チ ニ ン の 高感度 な分析法 を 構築 し

た，更 に主流煙 よ りも副流煙 に よ る 暴露が大 き い と推測 さ

れる 妊婦 に つ い て ，タ バ コ 煙 に よ る 暴露実態 の 評価 を行 う

こ と を目 的 と した．

2　実 験

　 2・1 試　薬

　 ニ コ チ ン （＞ 97 ％ ） の 標準物 質 は，和光純薬 製 を 用 い

た．コ チ ニ ン （＞ 98％ ），ニ コ チ ンーds （＞ 98％） 及 び コ チ

ニ ンーda．（＞ 98％） の 標準物 質 は
，　 Sigma 製を用 い た．構

造式を Fig．1 に 示す．また，ア セ トニ 1・リ ル ｛高 速液体

ク ロ マ 1・グ ラ フ ィ
ー （HPLG ）用 及 び残 留農 薬 ・ポ リ ク ロ

ロ ビ フ ェ ニ ル （PCB ）試 験 用 1， メ タ ノー
ル （残 留農 薬 ・

PCB 試験用），ギ酸 （特級），水酸化ナ トリ ウ ム 　（特級），

トリ ク ロ ロ 酢酸 （特 級 ），リ ン 酸 二 水素 ナ トリ ゥ ム （特級 ）

及び リ ン酸水素ニ ナ トリウ ム （特級） は和光純薬 製 を用 い

た ．精製水 は EDS ポ リ ッ シ ャ
ー

を搭載 した ミ リ ポ ア 製超
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Fig，1　 Structures　of 　nicotine ，　cotinine ，　 nicotine −da
and 　 cotilline −ds
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純水装置 （Mill卜Q 　gradient　A 　10）を用 い て 調 製した．固

相抽出 の カー 1・リ ッ ジ に Waters 製 Oasis　HLB （l　cc ，30

mg ）を用 い た．

　 2。2 標準溶液 の 調製

　各標準溶液をア セ トニ トリ ル に溶解 させ て ，100 μg／mL

の 溶液 を調 製 し，0．5〜2．O μg／mL の 範 囲 で 標準 溶 液 を ア

セ トニ トリ ル で 適宜希釈し て 測定用 試料を調 製した．ま

た，ニ コ チ ン ーds及 び コ チ ニ ン ーdsを用 い て 内標準法 に よ り

検 量 線 を作 成 した．

　 2・3LG ／MS 装置及び 測定条件

　高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ／質量分析 （MS ）計 に は Agilent

製 Agilent　l　100　series 　LC ／MSD を用 い た．分離 カ ラム に は

Waters 製 Atlantis　HILIC シ リ カ （150　mm 　x　2．l　mm ，3．O

pm ）を用 い た．移動相は 0．01％ ギ酸を添加した水／ア セ

トニ トリル の 混液 を，ア セ トニ トリル 含量 が 90％ （Omin ）

〜50％ （15min ）
〜50％ （20　min ）

〜90％ （23　min ） と な る

よ う リニ ア グ ラ ジエ ン トで 送液 （流量 0．2mL ／min ）した．

カ ラ ム 温度 は 40 ℃ ，試料注入量 は 5 μL と した．MS の イ

オ ン化 に は
，

エ レ ク トロ ス プ レ
ー

イオ ン 化 （ESI ）法を用

い
， キ ャ ピ ラ リ

ー
電圧 は 3000V ， フ ラ グ メ ン ター電圧 は

110V を採用 し，ポジテ ィ ブ イオ ン モ ードで測定 した．測

定 に は 選 択 イ オ ン 検 出 （SIM ）モ ードを用 い
，

モ ニ タ リ ン

グ イ オ ン に は ニ コ チ ン （m ／z163 ），コ チ ニ ン （m ／z177 ），

ニ コ チ ンーds （m ／z　166）及 び コ チ ニ ンーds （m ／z　 180） と し

た、

　 2・4　 ヒ ト血清試料
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ぺ ん

　東海大学医 学部産婦人科で 分娩を行 っ た 女性 ボ ラ ン テ ィ

ア か ら，母体血 清 51 検体及 び臍帯血清 11 検体 （同
一

個

人 に お け る 母 体 血 清 一臍 帯 血 清 の ペ ァ は 10検 体） を採取

し た．採取 した 血 清 は 分析 に供す る まで ，遮光，− 80℃

で 保存 した．な お，母体血 清及 び臍帯血 清の 採取 と分析 に

関 し て は ，い ず れ も イ ン フ ォ
ー

ム ド コ ン セ ン トを 十分 に 行

い ，理解が得 られたボラ ン テ ィ アか ら採取す る など，倫理

面 へ の 配 慮を行 っ た ．

　 2・5　試料 の 前処理

　 ア シ ス トチ ュ
ーブ に 血 清 500 μL とサ ロ ゲート物質 （ニ

コ チ ン ーdg．；5 μg／mL ，； コ チ ニ ン ーds；10 μg／mL ） 10 μL を

加 えか くは ん し た．除 タ ン パ ク の た め 25％ トリク ロ ロ 酢

酸 160 μL を 加えた 後，か くは ん ・遠心分離 （10000g ，
5

分）を行 っ た．固相抽出カ
ー

トリ ッ ジ に お ける ニ コ チ ン 及

び コ チ ニ ン の 保持 の 向上を 目的 とし，1M の 水酸化 ナ トリ

ウ ム 水溶液 330 μL を加え試料を塩基 性 に し，再 び遠心分

離 （leoOO　g， 5 分 ）を 行 っ た 後 ， 得 られ た 上 澄 み 750　pL

を 固相抽出 に適用 し，試料の 濃縮 ・精製 を 行 っ た．溶出液

をエ バ ボ レ
ーター

で 濃縮乾固後，ア セ トニ トリ ル 75 μL に

再溶解させ，測定に供 した．

　添加 回 収試験 に は，一
般人 か ら採取 し た プー

ル 血 清 に，

ニ コ チ ン 及 び コ チ ニ ン が 100ng ／mL 又 は 200　ng ／mL とな

る よ う に標 準溶液 を加 え て ， 同様 の 前処理操作 を行 い ，

HILIC ／MS に て測 定 した．

3 結果及び考察

　3・1　LC ／MS 測定 条 件 の 検討

　 コ チ ニ ン は 高極性物質で あ る た め 通常 の オ ク タ デ シ ル シ

リ カ （ODS ） カ ラ ム で は 保持が 困難 で あ る と い わ れ て い

る た め
，
ODS と HILIC を比較検討 し た．　 ODS カ ラ ム に お

い て は移動相 の 組成を変更 して もコ チ ニ ン の保持時 間 に大

き な変 化 は なか っ た こ とか ら，カ ラ ム に ほ とん ど保 持 され

て い な い と考え られ た （Fig．2）．そ こ で ，ニ コ チ ン 及 び

コ チ ニ ン の 分 離 を改善 し，また 移 動相 の 有機溶媒 の 割合 を

多 くして MS で の イ オ ン 化向上 を 目的 と して ，カ ラ ム に は

HILIC カ ラ ム を使用 した ，分離条件 と して ，移動相 に 添

加す る ギ酸 の 濃度 を 検討 した と こ ろ ，O．OI °

／・ ギ酸 及び

O．Oユ％ ギ 酸含有 ア セ トニ トリ ル の 混液をグ ラ ジ エ ン ト送

液す る こ とで ， 目的物質 の 良好 な 相 互 分 離 を達成 し た．

MS で の イオ ン 化 に は ESI 法 の ポ ジテ ィ ブ イ オ ン モ ードを

用 い ，フ ラ グ メ ン ター電圧 を検討 した 結果，110V が 最適

で あ っ た．

　3・2　固相抽出法の 条件検討

　HILIC カ ラ ム は陽イオ ン 交換能を有す る ため ， 高極性

物質の 除去 を 目的 に 固 相抽 出 カ ートリ ッ ジ に は逆 相 系 の

Oasis　HLB （Waters 製）を採 用 した．固相抽出法に お い て

試料の 負荷後に カートリ ッ ジ を洗浄し，爽雑成分の 除去 を

行う洗 浄 溶 液 の pH ，メ タ ノ
ー

ル の 含有率及 び洗浄回 数 の

検討を した．また，保持 され た 目的物質を選択的に抽出す

る た め ，抽出の 回数 を 検討 し た ．Fig．　 S に 示す よ うに，洗

浄溶液 に 10mM リ ン 酸塩緩衝液 （pH 　9 ）： メ タ ノ ール ＝

90 ：10 を採用 し，lmL で 2 回 の 洗浄が 最適条件 で あ っ た．

ま た，抽 出工 程 にお い て 1％ ギ 酸 含 有 メ タ ノ
ー

ル を用 い ，

1mL で抽出す る こ と に よ り，試料 の ク リーン ア ッ プ を行

っ た．最 適化 した 固相抽出 の 手順 を Fig．4 に 示す．

　3・3　検出下限値及び 定量下限値

　標準溶液 を用い て 検出下限値及 び定量下限値 を求 め た結

果 ，
ニ コ チ ン 及 び コ チ ニ ン の 検出下 限 値 （S／N ＝3）は

0．2　ng ／mL 及 び 0．lng ／mL と な っ た ．ま た ， 定量 下 限値

（S／N ＞ 10）は ］ng ／mL 及 び 0．4　ng ／mL と な り，高感 度

な 分析法が 構築 で きた．LC ／MS ／MS を用 い た 従来法
？1〕

で

は 試料 量 は 1000 μL，定 量 下限値 は 2ng ／mL で あ る．本
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Fig．2　 Gomparison 　of 　chromatograms 　using 　ODS 　and 　HILIC 　column
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Fig．3　0ptimization　of 　conditions 　for　solid 　phase　extraction

（A ）pH 　ofwash 　solution ；（B）methano 】concentration 　in　wash 　solutlon ；（G ）times 　ofwash ；（D ）〔imes　of 　elution

法 は 従来法 と比 較 し，試料 量 は 少量 （500 μL） で あ り，

感度 の 面か ら も良好 な分 析法 で あ る ．検 量線 を作成 し た結

果，ニ コ チ ン は 5．0 〜2000 　 ng ／mL ，コ チ ニ ン は 2．0 〜

2000ng／mL の 濃度範囲で 相関係数 0，999以上 と良好 な結

果 が 得 られ た ．ニ コ チ ン及 び コ チ ニ ン の 標準溶液 の ク ロ マ

トグ ラ ム を Fig．5 に示す．

　3・4　添加回収試験

　ヒ ト血清中で 100ng／mL 又は 200　ng ／mL とな る よ うに

ニ コ チ ン 及 び コ チ ニ ン を添加 し，本法 に 従 い 添 加 回 収試験
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Oasis　HLB 　extraction 　method

Serum 　500 μL
＋ Surrogate 　10 μL
＋ 25 ％ Trichloroacetic　acid 　160μ

　　　　旦
Centri「uge ， 4°C ， 10000　g， 5min

　　　　旦
＋ 1MNaOH 　330 　pL

　　　　旦
Centrifuge

，
40C ，10000 　g，

5min

Conditioning 　methanol 　l　 mL ，　 water 　l　 mL

旦

Load　750 μL

旦

WashlmLx2

旦
Elute　l　 mL

旦

Evaporate
旦

Wash 　solution

10mM 　Phesphate　buf「er （pH ＝9．0）：Methanol
＝ 90 ：10Elute

　solution

1％ Formic 　acid ・Methanol

Reconstitute　with 　acetonitrile 　75　yL

耳

HILICIMS

Fig．4　Procedure 　of 　sample 　preparation
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Fig．5　SIM 　chromatograms 　of 　standard 　for（A ）nicotine ，（B）cotinine ，（C ）nic6tine −d3　and （D ）cotinine −ds

を行 っ た．プ ール 血 清に お け る ク ロ マ トグ ラ ム を Fig、6

に示 す．ニ コ チ ン 及 び コ チ ニ ン 共 に平 均 回 収率 （n ＝ 6）

は 90．0％ 以 上 ，相対標準偏差 （RSD ） は 6，0％ 未満 と 良

好な結果が 得 られ た （Table ユ）．

　3・5　実試料 の分析結果

　本分析法 を母 体 血 清 51 検体 及 び 臍帯 血 清 11 検体 （同

一個 人 にお け る 母体血 清
一
臍帯 血 清 の ペ ア は 10 検体） の

分析 に 適 用 し た．Table 　 2 に 示 す とお り，母体 血 清 で は

51 検 体中 14 検体 （検出率 ＝ 検 出 さ れ た 検体数／総検体

数 x100 ≡27．5％）か ら，　 ND ．〜ユ77．2　ng ／mL の 濃度範囲

で コ チ三 ン が検出され た．母体血 清からコ チ ニ ン が検出さ

れ た 検体で は
，

ニ コ チ ン も同 様 に 検出 され ， 採血 した 直前

もタバ コ 煙 に暴 露 され て い た こ とが 推察され た．母 体 血清

中 の ニ コ チ ン 検 出 率 は，64．7％ で あ り，検 出 濃 度 範 囲 は

ND 〜
ユ2．4　ng ／mL で あっ た．また，臍帯 血 清 で は 11検体

中 1 検体 か ら コ チ ニ ン が 検 出 され た ．同
一

個人 に お ける

母体血 清
一
臍帯血 清 の ペ ア と な る 検体 に お い て ，母体血 清

で コ チ ニ ン が 検出された検体 か らは ， 臍帯血清で もコ チ ニ

ン が 検 出 さ れ た （母 体 血 清 ； 3．Ong ／mL ，臍帯 血 清 ；8．7

ng ／mL ），

　母体血 清及 び臍帯 血 清ペ ア 検体か ら共 に コ チ ニ ン が検出

さ れ た こ とか ら，臍帯 を介 して 胎児が タ バ コ 煙 に暴露 され

る こ とが危 唄される．また，本分析法 は ヒ ト血 清中の ニ コ

チ ン 及 び コ チ ニ ン の 測定 に有用で あ る こ とが示唆された．

今後，本分析法を用 い た タ バ コ 暴露評価 が 望まれ る ．
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Table　 l　Average　recoverles 　of 　nicotine 　and 　cotinine 　ffom　human 　serum

Blank ／
　 　 　

−1ngmL
Spiked　amount ／
　 　 　 　 　

−l
　　ngmL

Recovery，
　　％

RSD ，
％

NicotincGotinine 1．912

．3

100200100200 90．398
，795
．196
．9

989Hj30054

宀

（π
＝6）

Table　 2　 Goncentration　of 　nicotine 　and 　cotinine 　in　human 　senlm

Analyte
Detection　range ／
　 　 　 　 　

−1

　　ngmL

Detection　rate ，
　　　％

Pregnant 　WOman 　SerUm

Umbilical 　cord 　serum

5111
NicotineCotinineNicotineGotinineN ．D ，〜12．4

N ．D ．〜177．2
N ．D ．〜1．7
N ．D ．〜8．7

64．727
．518
．09
，0

（Nicotine ： ND ．＜ 1．Ong ／mL
，
　Cotinine ： N ．D ．〈 0．4　ng ／mL ＞
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                         '

 Tobacco smoke  contains  more  than 200 harmfu1 compounds  and  40 carcinogenic  compounds.

Tobacco  smoke  exposure  is asignificant  risk  ofgrowth  suppression  fbr fetuses and  infants, A

highly sensitive  and  selective  method  for the determination of  nicotine  and  cotinine  in human

serum  samples,  to evaluate  the  exposure  amount  of  tobacco  smoke,  was  developed. Solid-phase
extraction  was  employed  for sample  preparation, and  a  measurement  was  perfbrmed  by

hydrophilic  interaction chromatography  with  mass  spectrometry  (HILIC/MS). The  limits of
detection of  nicotine  and  cotinine  were  O.2 and  O.1 ng/mL,  respectively.  Moreover, the limits
of  quantification of  nicotine  and  cotinine  were  1.0 and  O.4 ng/mL,  respectively,  The  average

recoveries  of  nicotine  and  cotinine  we;e  over  90%  (RSD<  6%,  n  
=
 6). The  proposed method

was  applied  to measure  the serum  and  umbilical  cord  serum  of  a  pregnant woman.  The  detec-
tion  rate  of  cotinine  in the  pregnantwoman  serum  and  umbilical  cord  serum  were  51 to  14 and

11 to  1.

Kayworcls :tobacco;  nicotine;  cotinine;  so

serum  ; umbilical  cord  serum.lid

 phaseextraction; HILIC/MS;  pregnant woman


