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報 文

覚醒 剤 の ガ ス ク ロ マ トグラ フ 分 析 の ため の

オ ン カ ラ ム キ ラル 誘導体化試薬の 開発
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　 　 せ い
　覚醒剤乱用 を証明す る た め に尿試料 か ら覚醒剤 の 光学異性体を ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ （GG ）法 で 検 出す る

に は，光 学 活 性 カ ラ ム を用 い て 分 離 す る 方 法 とア ン フ ェ タ ミ ン （AP ） 及 び メ タ ン フ ェ タ ミ ン （MA ＞ を ジ ァ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 は ん

ス テ レ オ マ ー
の 形 に 誘 導 体 化 し，汎 用 の カ ラ ム で 分 離 す る 方 法 が あ る．い ずれ も ル ー

テ ィ ン ワ
ー

ク で あ る 通

常 の 覚醒剤分析 に組 み 込む と，そ の 作業能率 を著 し く低 下 させ る もの で ある．そこ で 著者 らは，オ ン カ ラ ム

で 誘導体化反応 を完結 し，汎用 カ ラ ム で 光学異性体 の 分離 が 可能 に な る試薬 MTPA ．pyraz・ 1eを開発 した ．

こ の 試薬 は，（＋ 〉
一
α
一メ トキ シー

α
一
（ト リフ ル オ ロ メ チ ル ）フ ェ ニ ル ア セ チ ル ク ロ ラ イ ド （MTPA −Cl） に，ピ ラ

ゾー
ル を 脱離基 と して 結合 させ る こ と に よ り合成 され た．こ の 試薬 を GC 用 マ イク ロ シ リ ン ジで 最初 に 吸入

し，次 い で 覚醒剤抽出液を吸入 し，こ れ を その まま GC に注入す る だ け で ，イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ポ
ー

ト内で 両

者 が 反 応 して ジ ア ス テ レ オ マ
ーと な り，光学異性体 の 分離分析 を可 能 に す る もの で あ る．本試薬 を用 い た オ

ン カ ラ ム 誘導体化法 に よ り，d−AP ，1−M ，　 d−MA 及 び 1−MA そ れ ぞ れ の GC 注 入 液中濃度が 50 μM か ら 2500

μM の 範 囲 で 直線性を示 した ．また
， 添加 回 収試験 で は 若干 ば らつ きが 認 め られ た もの の

， 誘導体化 反 応 の

再 現 性 は 良好 で あ り， 本試薬 を 用 い る こ と に よ り GG 注入 液 1 μL 中 濃度 で AP が 25　pM 以 上 ，　 MA が 50

pM 以 上 あ れ ば AP 及 び MA の 光学異性体 を確認 で きる こ とが 明 らか と な っ た ．

1　緒 言

　 　 せ い
　覚醒剤乱用 の 証明を目的とした尿試料か らの ア ン フ ェ タ

ミ ン （AP ）及 び メ タ ン フ ェ タ ミ ン （MA ）の 検出で は ， 光

学 異 性体 の 識 別 を求め られ る 場合が あ る．国 内で 乱用 され

る覚醒 剤 は d−MAI ）
で あ る が，服 用 す る と尿 中 に t−MA を排

出 さ せ る特殊 な 医薬品が 認可
2 〕

さ れ て い る た め で あ る．

d 体 か 1体 か を 識別す る こ とに よ り，被疑者が密売さ れ た

覚醒剤 を乱用 した の か ，認可 され た 医薬品 を服 用 した の か

を 判断 で きる 場合が ある．

　現在，尿 中覚醒剤分析 の 実務で 覚醒剤光学異性体 を分析

す る に は ，光学的 に 活性なキ ラ ル カ ラ ム を用 い て 分離す る

方法 と，前処理 で 覚醒剤をジ アス テ レ オマ
ー

の 形 に 誘導体
　 　 　 　 　 　 　 　 　 は ん

化す る こ と に よ り，汎用 の カ ラ ム で 分離す る方法が あ る ．

ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ イ
ー

／質量分析法 （GC ／MS ）の 場合 の

カ ラ ム 交換 は，真空解放 か ら交換後 の 装置全体 の 安定 まで

数時 間か ら 1 日が 必要 で あ る ．また，誘導体化 の 前処理

は ，試料 1 件 ご との イ ン キ ュ ベ ート及 び 中和操作等 が 必
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要 で あ り，い ず れ の 方法 に して も，
ル ーテ ィ ン ワ

ーク に取

り入 れ る に は不 向きで あ る．な ぜ な ら， 尿 中覚醒剤分析 で

は ， 試料数 が 多 い うえ試料尿 は 随時搬 入 され，そ の 搬 入 か

ら 2〜3 時 間 以 内で 結果 を求 め られ る ケース が多 く，そ れ

ぞ れ の 試料 ご と に複雑な前処 理 を追 加 す る こ と は 可 能 な 限

り避 け る の が 望 ま しい か らで あ る．

　著者 ら は，キ ラ ル カ ラ ム 法 や 誘導体化法 に替 わ る方法 と

して，オ ン カ ラ ム キ ラ ル 誘導体化法に 着 目 した．オ ン カ ラ

ム キ ラ ル 誘導体化法 は，誘導体化試薬 を覚醒剤抽出液 と 同

時に GC に 導入す る だ けで ジ ア ス テ レ オマ
ー

へ の 誘導体化

を行 うこ と が で き る 方法で ある．本法 を用 い る こ とで ，キ

ラ ル カ ラ ム へ の 交換 や 前処理が 不要に な り短時 間 で 光学異

性体 の 分析が可能 とな る．

　 キ ラル 誘導体化反応 に 用 い られる 既存前処理試薬の 大部

分 は ，酸 ク ロ ラ イ ド基 を持 ち，1，2 級 ア ミ ン 類 と 結 合 し

て ジ ア ス テ レ オ マ
ー

を形成する．こ の 反 応 の 際 に 生成す る

塩酸が カ ラ ム を始 め とす る 装置 の 劣化を引 き起 こ すの で，

こ れ らの 試薬をそ の ま ま オ ン カ ラ ム 誘導体化 試薬 と して 用

い る こ と は適当で は な い ．前処理 に よ る キ ラル 誘導体化反

応 に用 い られ る 1−N −（トリ フ ル オ ロ ア セ チ ル ）プ ロ リル ク ロ

ラ イ ド （1−TPC ）に つ い て，オ ン カ ラ ム キ ラ ル 誘導体 化 と，

前処理 に よ る 誘導体 化 を比 較 した JUrgenらの 報ぎ
）
に よ

る と，オ ン カ ラ ム 誘導体化 は前処理 誘導体化 に比 べ て 検出
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Fig．1　Structures　of 　convendonal 　reagents

A ： α 一Methoxy 一α一tri伽 orometh ア
1−phenylacetylchloride，

B ： N −（trifluoroacetyl ）prolアl　 chloride ，　 G ： Menthyl
chlQrofor 「nate

ア セ チ ル ）プ ロ リ ル ク ロ ラ イ ド 0．ユM ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液

（1−TPC ，　 O．1％ d−isomer 含有） を用 い た （Fig．1）．

　その 他 の 試薬 と し て ，和光純 薬製 テ ト ラ ヒ ドロ フ ラ ン

（安定剤不含 ；脱 水 ；有機合 成 用 ），ク ロ ロ ホ ル ム （脱 水 ；

有機合成用），ア ル ドリ ッ チ 製 ピ リ ジ ン （脱水 ；99．8％ ），

和光純薬製テ トラ デ カ ン （特級）及 び東京化成製 オ ク タ コ

サ ン （特級） を用 い た．

　2°2GC ／MS 分析条件

　分 析条件 1 ；Agilent 　techno ！ogy 　Va　6890N ガ ス ク ロ マ ト

グ ラ フ 装置 ＋ 5973N　MSD 質量分析装置 ，
カ ラ ム ；HP −5MS

（膜厚 0．25 μm ，内径 0，25　mm ， 長 さ 30　m ），キ ャ リヤ
ー

ガ ス ；He （1   L／min ），
カ ラ ム 温 度 ；70℃ で 1 分間保持

した後，毎分 20℃ で 280℃ まで昇温 ， 注入方法 ； ス プ リ

ッ ト （5 ：1），注入 口 温 度 ；250℃，イ オ ン 化法 （電圧）・温

度 ；電子 イ オ ン 化法 （70　eV ）・230℃ ， 四 重 極 温 度 ；150 ℃．

　分析条件 2； 島津製 GC17A ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ 装置 ＋

Qp5050A質量 分析装 置，カ ラ ム ；DB −5　MS （膜厚 0．25μm ，内

径 O．25　mm ，長 さ 30　m ），キ ャ 1丿ヤーガ ス ；He （1　mL ／min ），

カ ラ ム 温度 ；70℃ で 1 分 間保持 し た 後 ，毎分 20℃ で

280
°
C まで 昇温，注入方法 ； ス プ リ ッ ト （5 ：1），注 入 口 温

度 ； 250℃，イ オ ン 化法 （電圧）・温度 ；電子 イ オ ン 化法

（70eV）・250℃，四 重極温度 ；100℃．

　 い ず れ の 装置も注 入 ロ ラ イナ ーに グ ラ ス ウ
ー

ル を適量充

填 した もの を装着 した．

下 限値が 約 20倍 （M ）及 び 40倍 （MA ）低感度 で あっ た．

JUrgenらは そ の 原 因 を，オ ン カ ラ ム 法で は AP 及 び MA の

ご く
一

部 しか 1−TPC と 反応 し な か っ た た め と推測 して い

る．そ こ で ，本報告 で は オ ン カ ラ ム で 誘導体化反応 が 円滑

に 進 み ，GC 中 で 塩 酸等 の 妨害物 を発 生 し ない 新規 なキ ラ

ル 誘導体化試薬 の 開発 を試み ，良好な結果 を得 た の で 報告

す る．

　 新規誘導体化試薬 に つ い て は ，酸 ク ロ ラ イ ドで あ る 既 存

誘導体化試薬 の ク ロ ラ イ ドを他 の 化合物 に置換す る こ と に

よ り合成す る こ と と した．

2　実 験

　 2・1 試　薬

　大 日本 住友製薬製 の d−MA 塩 酸塩 （ヒ ロ ポ ン
 

），厚 生 労

働省 よ り譲受 した FMA 塩酸塩，　 d−AP 硫酸塩及 び t−AP 硫

酸塩 を用 い た．

　既存誘導体化試薬 と し て ，ア ル ドリ ッ チ 製 （
一

）一メ ン チ

ル ク ロ ロ ホ ル メート （MCF ， 99％），東京化成製 （＋ ）一α一メ

トキ シーα一（トリ フ ル オ ロ メ チ ル ）フ ェ ニ ル ア セ チ ル ク ロ ラ

イ ド （MTPA ．Cl， 98％ 以 上 ），
　 Regis 製 1−N −（ト リフ ル オ ロ

　 2・3 合 成 方 法

　窒 素雰囲気中 で ピ ラ ゾー
ル 25　mg （0，5　mmol ） をテ ト

ラ ヒ ドロ フ ラ ン O．5　mL （ピ リ ジ ン 0，5mmole 含有） に 溶
　 　 　 　 　 　 　 か くは ん

解 し，室 温 下 で 撹 拌 し な が ら MTPA −Cl　142　mg （0．5　mInol ）

を徐 々 に 滴下 した．析 出 した ピ リ ジ ン 塩 酸塩 を炉別後 ， テ

トラ ヒ ドロ フ ラ ン を 減圧 留去，得 られ た無 色 透 明 半 固形 物

を ク ロ ロ ホ ル ム に 再溶解 した．溶液 に 飽 和炭酸水素 ナ トリ

ウ ム 水溶液を加え激 しく撹拌洗浄した 後，3000 回転 で 10

分 間遠 心分離後，ク ロ ロ ホ ル ム 層 を分取 し た．得 ら れ た ク

ロ ロ ホ ル ム 溶液を無水硫酸ナ トリ ウ ム で 脱水 し た 後，ク ロ

ロ ホ ル ム を減圧 留去，1 夜減 圧 乾燥 し て 無色結晶約 93．6

mg （収 率 ： 66％ ） を得 た．

　Varian製 VXR ．500 を用 い て
IH

　NMR ，

1
℃ NMR 及 び 各

種 2次元 NMR 測定を行い ，日立 製 M4100 を用 い て 質量

分 析 を 行 っ た ．こ れ ら に よ り同 定 さ れ た構 造 式 を Fig．2

に 示 した．

　
1H −NMR （cDcls ，500　MHz ）δ 3，64 （3H ，　q，　J≡1．5　Hz ，

−oGHa ），6．s3 （IH ，　dd ，
　J＝3，0，1，5　Hz ，

4−H ），7，38 （3H ，

m ，3
’一，4

’一，5
’−H ），7．53 （2H，　m ，2

’一，6
’−H ），7．66 （IH ，

　d，

J＝1．5Hz ，　B−H ），8．13 （IH ，　d，J＝3．o　Hz ，5−H ）．

　 質量 分 析 理 論値 （ClsHl1FsN202 ）； 284．0772 ，実測値 ；
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・

Fig．2　Structure 　 of 　the 　MTPA −
pyrazole

　2・4　オ ン カ ラ ム 誘導体化

　合成 した 誘導体化試薬の 酢酸エ チ ル 又 は ク ロ ロ ホ ル ム 溶

液 1μL を GC 用マ イ ク ロ シ リン ジ に 吸入 し，空 気 3pL を

吸入 した後覚醒剤 （フ リ
ー

） の ヘ キ サ ン 溶液 1 μL を 吸入

し，こ れ らを GC イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に 素早 く注入 した ．

　2・5　尿 か らの 抽出方法

　マ イ ク ロ ピペ ッ トを用 い て 試料尿 4mL をマ グ ネ ッ ト撹

拌子 入 りの 平底試験管 に採取 し，酢酸エ チ ル 5mL 及 び リ

ン 酸緩衝液 （pHlO ．0）0，85 皿 L を加 えて 90 秒 間マ グ ネチ

ッ ク ス ター
ラ
ー

で 撹 拌 し た．静 置 後，酢酸 エ チ ル 層 3．5

mL を 新 し い 平底 試 験 管 に 分 取 し ， 塩酸 ＋ メ タ ノ ール

（1 ＋ 40）を O．15　mL 添加後，ブ ロ ッ ク ヒ ーター上 で 8 分

間 70℃ に 加 温 し な が ら窒 素 を 吹 き付 け 溶 媒 留 去 した．以

上 の 操作 は 島津製 ア トラ ス ミ ニ ア
ーム K 型 自動抽 出 装置

を用 い て 行 っ た ，得 られ た 乾固物 を超 純水 0．2mL に 溶解

して ス ピ ッ ツ 管 に 分取 し，28％ ア ン モ ニ ア 水 1 滴及 び ヘ

キ サ ン 0．2mL を加 え ボ ル テ ッ ク ス ミ キサー
で 30 秒間撹

拌後，遠心分離 （750 回 転，3 分間） し，ヘ キ サ ン 層 を抽

出 液 と して 得 た ．

3 結果 と考察

　3・1　最 適 な 光学活性残基 の 検討

　GC 用 の キ ラ ル 誘導体 化試薬 と し て 報告 さ れ て い る

MCF4 ）

，　 t−Tpd ｝
及 び MTPA −Cl6｝に つ い て 前処 理 誘導体 化 と

GC ／MS に よ りそ れ ら試薬 の 分離 性能 を検討 し た．　 MCF に

つ い て は Hughes ら の 方法
4 ）
で 誘導体化 し た．　 t−TPC につ

い て は雨 宮 らの 方 法
5，
に準 じた が ， トリエ チ ル ア ミ ン 添 加

量 を 原液 で 5 μL に，1−TPG 添加 量 を 200 乢 に変 更 し て 誘

導体化 した．MTPA −Cl に つ い て は Fa110n ら の 方法
6）
で 誘

導体化 した．そ れ ぞ れ の 誘 導体 を分 析 条 件 1 で GC ／MS を

行 うこ と に よ り分離性能 を検討 した．

　MCF で 誘導体化 さ れ た もの につ い て は，　 AP 及 び MA 共

に d 体 ，1体 が 分 離 さ れ な か っ た ．GC の 昇 温 速 度 を

3℃ ／min ま で遅 くす る と，　 MA の d 体 ， 1体 は 分 離 され た

もの の AP は 分 離 され な か っ た．1−TPG で 誘導体化 さ れ た

もの に つ い て は，d−AP と 1−AP 及 び d−MA と t−MA の ピー

ク 分 離 度 が 2，1 及 び 1．8 と 良 好 な 分 離 を 示 し た，しか し，

試薬 に 不純物 と し て d−TPC が 少量混入 し て い る た め ，

1−TPC で 1−MA を誘導体化す る と 1−MA の d−TPG 誘導体化

物 の ピー
ク が 出現す る．こ の ピー

ク は d−MA の 1−TPG 誘導

体 と保持時間が同 じで あ る うえ，両者 の マ ス ス ペ ク トル は

区別で きず，光学純度 100 ％ の 1−MA を分析 して も d−MA

が 混入 した 誤 っ た 結果 を導 くお そ れ が あ り， 尿中覚醒剤分

析 を行 うに は不適当で あ っ た．MTPA −Cl で誘導体化 さ れ

たもの に つ い て は，d−AP と 1−AP の ピーク分離度 は 2，1 と

良好 で あ り ， d−MA と 1−MA の ピーク 分 離 度 も 1
・
．4 と比 較

的良好で あ っ た，両者共 に 光学異性体の 識別 は 十分 可 能 で

あ り，不純物 ア イ ソ マ ー由来 の ピー
ク も出 現せ ず，尿 中覚

醒剤分析 に適 当で あ る と考 え られ た，

　以 上 の 分離性能 の 検討か ら，覚醒剤分離 に最適 と判断 さ

れ た MTPA −Gl を用 い ，こ れ と適 当 な 脱離基 を組 み 合 わ せ

る こ と に よ り新規誘導体化試薬 の 開発を試み た ．

　S ・2　脱離基の 検討

　脱離基 として は以下 の 化合物 を検討 した．

　N −methyl −2−pyrrolidone，　N
−
methylpyrrolidine ，　indole，2，4

dinitrophenylhydrazine ，　p−nitrosophenol ，α 一nitrose 一β一

naphthol ，　dimethylglyoxime，2−methyl −4（5）nitroimidazole ，

2，2，2−trifluoroacetamide ，　pyrrole ，　 acetamidel 　 methy −

Iaminoacetonitrile，3−pyrroline，3−（trifluoromethyl ）PYra−

zole ，　piperazine，4−nitroi 皿 idazole，　piperidine，　pyrrolidinc，

hexamethyleneimine ，　 o−toluidine ，　benzylamine ，　di−n −buty−

lamine，　 n −propylamine，　pyrazole，　N −methylacetamide ・

　MTPA −Cl と脱離 基 を 反応 させ 合成 した もの の うち，

MTPA の imidazole誘導体 と N −methylacetamide 誘導体 に

つ い て は ，AP の み オ ン カ ラ ム 誘導体化 が 可 能 で あ っ た が ，

MA と は 反応 しな か っ た ．　 pyrazole誘導体 （MTPA −
pyra−

zole ） は，　 AP の d，1体及 び MA の d，1 体 とオ ン カ ラ ム で 容

易 に 誘導体 を形成 し，良好な分離 ピーク を与えた，

　分析条件 2 の オ ン カ ラ ム 誘導体化 で 得 られ た ト
ー

タ ル

イ オ ン ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．3 に示 す．

　3・3　試薬濃度 の 検討

　オ ン カ ラ ム 誘 導体化 を 行 うた め に は，AP 及 び M へ に対

して 過 剰 の 誘導体化 試 薬 を注 入 す る必 要が あ る．一
方 で，

GC ／MS へ の 負担 や 分 離性能の 低 下 を軽 減す る た め に は，

試 薬 注 入 量 は で き る だ け 少 な い ほ うが 望 ま しい ．そ こ で ，

十 分 な誘導体化率 が得られ る最適 な試薬 量 に つ い て 検討 し

た．

　MTPA −pyrazole濃 度 を 0〜20（w ／v）％ （酢酸 エ チ ル 溶 液 ）
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Fig．3　Typical　total 　ion　chromatogram 　of 　d，
1−AP 　and 　d ，

1−MA 　after 　on
−column 　derivatiza−

tion　with 　MTPA −pyrazole
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の 範 囲 で 変化させ ， AP 及び MA の 誘導体化率の 変化を求

め た．d−AP ， 1−AP ，　 d−MA ，1−MA 及 び 内部標準物質オ ク タ

コ サ ン （G28 ） を各 100 μgmL
−1

ずつ 含有す る ヘ キ サ ン溶

液を調製し， 分析条件2 で オ ン カ ラ ム 誘導体化 GC ／MS を

行 い ，得 ら れ た トータ ル イ オ ン ク ロ マ トグ ラ ム 中 の

MTPA −d，1−・AP 及 び MTPA −d，t−MA の 各光 学 異性体ピーク と

C28 ピーク との 面積比 を求め た．同時に未反応 の AP 及 び

MA の ピー
ク と C28 ピー

ク と の ピーク 面 積 比 も求 め た ．

Fig．4 （A ） に 示す よ うに，　 d
，
1−AP に対 して は MTPA −pyra−

zole 濃度 が 2（W ／V ）％ 以 上 で 十分 な M の 誘導体化率が 得

ら れ ，未反応 の AP ピーク も観察 さ れ な か っ た ．ま た ，

Fig．4 （B） に示す よ うに，　 d，1−MA に対 して は 2（w ／v ）％

で は わずかな MTPA −d，1−MA の ピー
ク が 観察 さ れ る の み

で ，未 反 応 の MA の ピーク も 観察 さ れ た ．しか し，10

（w ／v）％ 以 上 で 十 分 な誘導体化効率 が 得 られ ，未反応 の

MA の ピーク は 観察 さ れ な くな っ た．未反応 の AP 及 び

MA の ピ ーク が 観 察 さ れ な く な っ た の に 伴 っ て MTPA −d，1−

AP 及 び MTPA −d，1−MA の ピーク 面積比 の 増加 が 止 ま り ，

副生 物 の ピー
ク も観察 さ れ な か っ た こ とよ り，AP 及 び

MA は MTPA −
pyrazole濃度 2（w ／v ）％ 以 上 及 び 10（w ／v）％

以上 で 大部分 が 反応 し た と判断 さ れ た．こ の こ とか ら AP

及 び MA 混合物 を誘導体化す る た め の MTPA −pyrazole濃

度 は 10 （w ／v ）％ 近傍 が 最適 で あ る こ とが 分 か っ た．

■ ■　　　　　■ ■

02468101214161820

　　　　 MTPA −Pyrazote　（w ／v ）％

Fig．4　Effect　of 　concentration 　of 　MTPA −pyrazole　on
on −column 　derivatization　yield
（A ）： AP ，（B）； MA ；● ： MTPA 　derivatives　of 　d−stimu −
lants，▲ ： MTPA 　derivatives　of 　l−stinluiants

， ■ ： not

der童vatized 　stimulants

　 3・4　再 現 性 の 検討

　d−AP ，1−AP ，
　 d−MA 及 び 1−MA の そ れ ぞ れ の 濃度 が 100

pg 　mL
’1

の ヘ キ サ ン 溶液，覚醒剤乱用者 3 名 の 尿か らの

酢 酸 エ チ ル 抽 出液 及 び 0．5 μgmL
−1

の d−MA 水溶液 か ら尿

と 同様 に 抽出 され た 酢酸エ チ ル 抽出液を試料溶液 と して ，

分析条件 2 で オ ン カ ラ ム キ ラ ル 誘導体化 GC ／MS を 5 回繰

り返 し て 行 い ，ピーク面 積 及 び ピーク 高 さの 再 現 性 を 求め
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Table　 l　Reproducibili破 of 　on
−
column 　derivatization

Sample Peak
Peak 　arca

”
｝ Peak 　height

”〕

Average CV，％ AverageGV ，％

d−AP ，1−AP ，　d−MA ，1−MA
lOOμg　mL

−1each
　hexan　solution

Etlyl　acetate 　extract 　of

O．5μgmL
圏Id −MA 　aqueous 　solution

Ethア1　acetate 　extract 　ofurine 　A

Ethyl　acetate 　extract 　ofurine 　B

Ethyl　acetate 　extract 　of 　urine 　G

d−AP，1−AP，　d−MA ，1−MA
　 　 　 　 　ユ

100pg 　mL 　 cach 　hexan 　solution

（Achiral　analysis ）

MTPA −d−AI）

MTPA −1−AP
MTPA ．d−MA
MTPA ．1．MA

MTP1   4−MA

MTPA −d．AP
MTPA −d−MA

MTPA −d．AP
MTPA −d−MA

MTPA −d−AP
MTPA −d−MA

AP （free）
MA （free）

209401821334441Z

．　722301375276283778

　 2959821502188

　 29704550885908552074

43604525

17942641718049

2，90S
．511
．09

ユ．604

．35

3．802
．785

．081
．5926596

ド
D

605956

167860516652321097863104526

ラ

190207

　 2042561
ユ77863

　 219127399155265S672915243233

641055670756

2．672
，531
．202
．734

．57

4．445
．213

．962
．165

．943
．43

4乱
OaOOゾ

58

a）Nl　statisti⊂s　are 　based　on 　data　from　five　replicate 　injections（N
＝5）．

MrPA −pyrazole　 MrPA −anhydride

魯・・
q3

MTPA

囲
6 8 10　 　 　 　 　 　 　 12

Retention　time ／min

14 16

Fig．5　Total 　ion 　chromatogra 皿 of 　ethyl 　acetate 　extr 乱 ct 　of 　abuser
’
s　urine 　by　use 　of 　on −

column 　derivatizatrion　with　MTPA −
pyrazole

た ．なお ，手 動 注 入 に よ る 誤差 を排 除 す る た め 注 入 に は 島

津製 AOG20s 型 オートイ ン ジ ェ ク ターを用 い ，10（w ／v ）％

MTPA −pyrazole酢酸 エ チ ル 溶液 1 μL，空 気 0，5 μL，試料

溶液 1pL を 吸 入 し て 高 速 で GG に 注入す る ソ ル ベ ン トフ

ラ ッ シ ュ 法 に よ りオ ン カ ラ ム 誘導体化 を行 っ た．再現性 を

比 較す る た め，d−AP ，1−AP ，　 d−MA 及 び 1−MA の それぞれ

の 濃度が 100 μg   L
−1

の ヘ キ サ ン溶液 を，誘導体化試薬

を用 い ない 通常 の 注入 に よ り 5 回繰 り返 して GC ／MS し，

同様 に再現性 を求めた．Table　 1 に 示す よ うに，オ ン カ ラ

ム 誘導体化法 に よ り得 られ た MTPA −d，1−AP の ピーク面積

の 変動係数 （CV ）値 が 2．90 〜6．52，ピー
ク 高 さ の GV 値

が 2．53〜5．94 で あり，同 じくMTPA −d，1−MA の ピーク面積

の GV 値 が 1．09〜5．96 ，
ピーク高 さ の CV 値 が 1．20〜5．21

で あ っ た．こ れ ら は誘導体化試薬を用 い な い 分析 に よ り得

られ た M の ピー
ク 面積 の GV 値 5，66％ と ピー

ク 高 さ の

GV 値 5．34％，　 MA の ピ ー
ク 面積 の GV 値 6．90％ と ピー

ク

高 さの CV 値 8．90 ％ と比較 して 同程度 の 再現性 で あ っ た．

ま た，Fig，5 に
一

例 を示す よ うに
， 乱用者尿 抽出液 よ り得

られ た ト
ー

タ ル イオ ン ク ロ マ トグ ラ ム に ， MTPA −d，9−AP ，

及 び MTPA −d，r−MA の 各 ピー
ク と重 な り妨害す る ピーク は

認 め られ なか っ た ．

　3・5　定量性 と確認限界 の検討

　MTPA −pyrazoleに よ る オ ン カ ラ ム 誘導体化法の 定量 性 を

検討す る た め ， 検量線を作成 した．

　d−AP ，1−AP ，　 d−MA 及 び t−MA の そ れ ぞ れ の 濃度が 50〜

2500 μM の ヘ キ サ ン 溶液 （G28 ，100 μM 含有） を調製 し，

分 析条件 1 で オ ン カ ラ ム 誘導体化 GC ／MS を 行い
， 得 られ
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Table　 2Recoveries　of 　d，　1−AP 　and 　d，1−MA 　from　human 　 urine 　determincd 　by　on −coIu   n　derivatization　with 　MTPA −

pyrazole　and 　GC ／MS 　analysis

Arnount 　added ／yg　mL
−1 Recovery ，％

＝）

d−AP 1−AP d−MA ♂−MA

0．20
．510
．0

106．5　　　8．00
114．5　　　 4．70
107，9　　　2．80

10S ユ

113、9105
、65

．404
．902
．40

124，8　　　　0．60
130．1　　　　5．00
80．5　　　　1．90

95．8111
．182
．07

．502
．8D2
．30

a）Values　are 　average 　CV （N
＝3）
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6

Fig．6　Stability　of 　MTPA −pアrazole 　lO（w ／v ）％ ethyl

aCetate 　SOIUtion （N ≡3）

7

た トータ ル イ オ ン ク ロ マ トグ ラ ム 中 の MTPA −d，1−AP 及 び

MTPA −d，1−MA の 各光 学 異 性 体 ピ ーク と C28 ピ ーク との 面

積 比 を も と に 検 量 線 を作 成 した ．そ の 結果，相関係 数

0．99 以 上 の 直線性 が 認め られ た．

　 ま た ，分 析 条件 1 で オ ン カ ラ ム 誘導体 化反応 を行 い ，

MTPA −d，1−AP 及 び MTPA −d，1−MA の ス キ ャ ン モ
ー

ドに お け

る 確認下限濃度を検討 した ．確認の 判断基準 は，マ ス ス ペ

ク トル の ベ ー
ス イ オ ン ピー

ク （m ／z ＝189 ）の 5％ 以 上 の

強度 を持 つ イ オ ン ピーク の 種類 と相対 強 度 が ，MTPA −AP

及 び MTPA −MA の 標 準 マ ス ス ペ ク トル に
一

致 す る こ と と

した ．そ の 結 果 ， GC 注 入 液 lpL 中 ，
　 AP が 25 μM 以 上 ，

MA が 50 μM 以 上 で そ れ らの マ ス ス ペ ク トル を 確認 で き

る こ とが 明 らか とな っ た．

　3・6　添加回収試験

　 d−AP ，1−AP ，　 d−MA 及 び 1−MA を，フ リ
ー

換算濃度で 0．2，

0．5 及 び 10　pg　mL

−
］
とな る よ う添加 した 尿 につ い て，先

の 実験 方法 に準 じ酢酸 エ チル 抽 出を 3 回，ヘ キサ ン に よ

る 逆抽 出 を 3 回 繰 り返 し行 っ た．定量 用 の 内部標準 と し

て は サ ロ ゲ
ー

ト物質を用 い る こ とが 望 ま しい が ， 本誘導体

化試薬 は新規物質で あ る こ とから， 現在 の とこ ろサ ロ ゲー

ト物質 が 確定 さ れ て い な い ．そ こ で ， オ ク タ コ サ ン 20μg

を内部標準 と して添加 し た．各濃度 の 尿 に つ い て 3 回 ず

つ 繰 り返 し試験 を行 っ た．そ の 結果 は Table　2 に 示 した よ

うに，マ ス ス ペ ク トル に よ る確認限界付近 の 0．2 μgmL
−1

の 尿 で は，d−MA の 回収率が 124．8％ 及 び 130．1％ と高 い

値 を示 した．こ れ は，低濃度 の 抽出液 で は リ テ ン シ ョ ン タ

イ ム が 遅 い MA の ピー
ク 形状 が ブ ロ

ードなた め積分計算が

不正確 に なる な どが原因 と考えられ る．一
方，10　Ug　mL

−1

の 尿 で は，d ，t−AP の 回収率 は 107 ．9 及 び 105 ，6％，　 d ，1−MA

の 回 収率 は 80．5 及 び 82．0％ で ，実際 の 検査 で 多 い こ の 濃

度領域 の 尿で は効率 よ く検出で きる こ とが 確認 され た．

　3 ・7　試 薬 の 安定性

　日常 の 分 析 を 行う上 で 試薬の 安定性 は 非常 に 重要 で あ

る．

　MTPA −pyrazole の 10（w ／v ）％ 酢 酸 エ チ ル 溶液 に テ トラ

デ カ ン を 内部標準物質 と して 5 （w ／v）％ 添加 し ， GC オー

トサ ン プ ラ
ー用 の バ イ ア ル ビ ン に 入 れ 室 温 で 保 存 した．こ

れ を 7 日 間 に わ た っ て 約 24 時 間 お き に 分 析 条 件 1 で

GC ／MS を行 い ，内部標準物質 と試薬の 面積比 の 変化 を求

め る こ と に よ り試薬濃度減少 の 程度 を 求 め た （N ＝3）．

な お，マ イ ク ロ シ リ ン ジ に 溶液 を吸入す る 際 は，バ イ ア ル

ビ ン キ ャ ッ プの セ プ タム を突 き破 らず，キ ャ ッ プを外 して

吸 入 した．そ の 結果 ，Fig．6 に示 す と お り，7 日間 に わ た

っ て 試薬濃度の 減少 は ほ とん ど認 め られ ず．十分実務 に 使

用 可 能 で あ る こ とが 分 か っ た．

　S・7　 カ ラ ム へ の 影響

　分析条件 1，分析条件 2 の 装 置で 約 3 年間 に わ た り，お

の お の 900 回 以 上 分析 を行 っ た が ，現在 の と こ ろ カ ラ ム

ブ リ
ー

ドな どの 現象 は 観察 さ れて い ない ．ま た，初 回分析

時 と最終回分析時 に お け る d−MA と 1−MA の ピーク 分離度

を 比較 す る と
， 分析条件 1 の 装置 で は 初 回 1．4 と最終 回

1．4，分析条件 2 の 装置 で は 初 回 1．3 と最終回 1．4 で あ り，

カ ラ ム 分離能の 低下は認め られなか っ た．

4　結 言

　覚醒剤光学異性体 の 迅速な分離分析を行 うための 新規な

GC ／MS 用 オ ン カ ラ ム キ ラ ル 誘導体化試薬 と し て MTPA −

pyrazoleを開発 した．
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　 こ の 試薬 は，オ ン カ ラ ム 法 で AP 及 び MA と 反応 して ジ

ア ス テ レ オ マ
ー

を容易 に 形成す る た め ，尿中覚醒剤光学異

性体 の 簡便な 分 離分 析 を 可 能 に す る もの で あ る ．本試薬 を

用 い る こ とで ， 汎 用 の カ ラ ム で ，誘導体化前処理 の 必要 も

な く，通 常 の 分析とほ ぼ 同等 の 時間で 光学異性体分析を行

うこ とが で き，ル
ー

テ ィ ン ワ
ーク と し て通 常 の 分析 を し て

い る合間に 必 要 に応 じ て 簡単 に光学 異 性体分 析 を割 り込 ま

せ る こ と も可能とな る．また，本試薬 は，扱い や すい 粉末

で ある こ とか ら も，尿抽出液か らの 覚醒剤光学異性体 の 実

務的な分離検出に 有用 と思 われ る．

　本研 究の 一部 は．，日本学術振 興会 科学研 究費補助 金 （奨励 研 究

No ，16915039） に よ り行 われた．
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　Anew 　derivatization　reagent ，　which 　facilitated　 on −column 　chiral 　separation 　fbr　gas　chromatog −

raphy −mass 　spectrometry （GG ／MS ）detection　of 　amphetamine （AP ）and 　me しhamphetamine

（MA ），was 　dcveloped ．　 In　genera1，　thcre 　are 　two 　methods 　to　detcct　enantiomers 　using 　gas　chro −

matography ： one 　Incthod 　uscs 　a　chiral 　stationaly 　phase　cQlumn ；the 　other 　is　pretreatment　con −

sisting 　of 　a　reaction 　with 　a 　chiral 　deriavatization　rcagcnt 　to　fbrm 　a　diastereomer．　 Handling

both 　of 　thcm 　is　rather 　complicated ．　 Thc 　reagent ，（＋ ）
一α一Methox ア

ーα 一
（trifluoromethyl ）pheny −

lacety1　pyrazole（MTPA −pyrazole），
was 　synthesized 丘om （＋ ）一α 一methoxy 一α 一（nifluoromethyl）phcny−

lacety1　chloride 　and 　pyrazole．　 AP 　and 　MA 　were 軻 ected 　with 　thc 　rcagcnt 　in　thc 　GG ／MS 　systcm
，

and 　werc 　separatcd 　as α一methoxy 一α 一
（trifluoromethyl ）phenylacctアl　derivatives．　 Ethyl　acetatc

solution ｛10 （w ／v ）％｝of 　thc 　rcagcnt 　was 　reasonably 　stable ，　and 　could 　bc　used 　fbr　the 　routine

analysis 　of 　AP 　and 　MA 　from 　urine 　samples ．　 The 　calibration 　curves 　of 　AP 　and 　MA 　in　l μL　AP

and 　MA 　hexane　extract 　showed 　lincarity　in　the　range 　of 　50 〜2500 μM ．　 This　method 　gave　good
reproducibility 　from　urine ，　and 　could 　be　adapted 　to　detect　25 μM 　of　AP 　extract 　and 　50 μM 　of

MA 　extract 　in　thc 　scan   ode ．

Kaywords ： amphetamine ；methamphetamine ；MTPA ；on −column 　derivatization；GC ；chiral ．
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