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A. 研究目的 

毛髪試料中の薬物分析は，長期間の摂取歴が

推測できることや，頭髪等試料の入手，保管が容

易であることから，広く用いられている．一方，毛

髪組織内からの成分抽出には，通常煩雑な前処

理が必要であるため，簡便かつ高効率な前処理

方法が求められている． 

超臨界流体抽出（Supercritical Fluid Extraction, 

SFE）は超臨界流体の高い浸透性と拡散性を利

用し，食品等の様々な試料抽出に用いられてい

るが，毛髪試料への適用事例は少ない．超臨界

流体に主に使用されている二酸化炭素は，不燃

研究要旨: 毛髪試料中の薬物分析では抽出等の煩雑な前処理が必要であることから，簡便かつ高

効率な前処理方法が求められている．超臨界流体抽出（SFE）は超臨界流体の高い浸透性と拡散性

を利用し，食品等の様々な試料抽出に用いられているが，毛髪試料への適用事例は少ない．本研

究で我々は，過去に塩酸メタノール溶液抽出法による分析結果を報告している dextromethorphan

（鎮咳去痰薬）もしくはエナンチオマーの levomethorphan（麻薬）を投与したラット毛髪実試料を用い

て，SFE の条件検討を行い，LC-MS/MS を用いた定量分析を行った．Dextromethorphan 投与ラット

毛髪実試料からの dextromethorphan 及び代謝物 3 化合物の SFE 条件を検討した結果，メタノール

にトリフルオロ酢酸 1%，水 5%を添加した modifier を 50%用い，85℃に加温して静的抽出を 1 時間

行った条件が最も適していた．ラットもしくはヒトのコントロール試料に，dextromethorphan及び代謝物

3 化合物を浸透させたモデル毛髪試料を用いて，最適化した SFE 条件により各化合物の抽出率を

検討した結果，いずれも 88-103%となり，ばらつき（RSD%）は 5.2%以下と良好な結果を示した．さら

に，dextromethorphan もしくは levomethorphan 投与ラット毛髪実試料中の dextromethorphan/ 

levomethorphan及びそれらの代謝物を SFEで抽出し，キラルカラムを用いた LC-MS/MSにより分離

分析を行った．その定量値を既報の塩酸メタノール溶液抽出による定量値と比較した結果，(+)-3-

HM は 42.5%であったが，他化合物はいずれも 60%以上であった．SFE による分析結果は塩酸メタ

ノール溶液抽出による結果よりも低い値であったが，すべての分析対象化合物が再現性よく検出さ

れた．また，塩酸メタノール溶液抽出では抽出時間が 16 時間程度必要で，さらに溶媒留去，再溶

解，固相抽出等の煩雑な操作が必要であるが，今回検討した SFEは 1試料につき 1時間半程度で

抽出可能であり，煩雑な前処理も必要ない．以上より，SFE は毛髪中の薬物及び代謝物を効率よく

簡便に検出可能なスクリーニング手法として有用であると考えられた． 
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性，無毒で容易に入手可能であり，臨界温度が

31.1℃，臨界圧力が 7.38 MPa と，超臨界状態へ

の移行が容易である．超臨界二酸化炭素はヘキ

サン程度の低極性の性質を持つが，モディファイ

ア（modifier）と呼ばれるメタノール等の高極性溶

媒を添加することで，幅広い化合物の抽出に対応

可能である．通常，SFE においては試料を封入し

た抽出容器内に，温度，圧力をコントロールした

抽出溶媒を通液する動的抽出（dynamic）と，溶媒

を容器内に保持する静的抽出（static）を繰り返し

て抽出する．SFE は既存の抽出方法に比べて，

簡便，迅速化が期待される手法である． 

これらの SFE 条件検討にあたり，他抽出法（塩

酸メタノール溶液抽出法）による分析結果をすで

に報告している 1), 2)，dextromethorphan（鎮咳去痰

薬）もしくは，エナンチオマーの levomethorphan

（麻薬）を投与したラット毛髪試料を用い，LC-

MS/MS を用いた定量分析を行った．また，対象

化合物溶液にコントロール毛髪を浸漬して作成し

たモデル毛髪試料を用いて，抽出効率等の検討

を行った． 

 

B. 研究方法 

1. 試薬 

分析対象化合物である dextrometorphan HBr， 

およびその 3種類の代謝物 dextrorphan tartrate，

(+)-3-hydroxymorphinan HBr（(+)-3-HM），(+)-3-

methoxymorphinan HCl（(+)-3-MEM），内標準物

質（ IS）として使用した levallorphan tartrate は

Sigma-Aldrich 社 よ り 購 入 し た ． ま た ，

dextrometorphan の 光 学 異 性 体 で あ る

levomethorphan（麻薬）は Cerilliant社より入手し，

代謝物 levorphanol（麻薬）は過去に東京大学大

学院薬学研究系研究科より譲渡いただいたもの

を使用した．各化合物はフリー体として濃度を換

算しメタノール溶液を作成した．各化合物の構造

式を Figure 1に示した． 

膜ろ過用フ ィル ターは Ultrafree-MC-HV

（Durapore PVDF，0.45 μm, Merck Millipore社製）

を使用し，メタノール，アセトニトリルおよびギ酸は

HPLC用を，その他溶媒等は特級試薬を用いた． 

2. 生体試料 

毛髪実試料として，過去の報告 1)で分析を行っ

た，dextromethorphan もしくは levomethorphan 投

与ラットの毛髪試料（5 mg/kg, 10 days, n=3）を使

用した．また上記において，薬物投与前にあらか

じめラット背部の毛を刈り取り，これをラットコントロ

ール毛髪試料とした．毛髪試料は既報に従い洗

浄，乾燥後，0.5 mm程度に細片化して使用した． 

さらに SFE条件検討用のラットおよびヒトのモデ

ル毛髪試料を用意した．細片化したコントロール

ラ ッ ト 毛 髪 ま た は ヒ ト 頭 髪 100 mg を ，

dextromethorphan および 3 代謝物（dextrorphan，

3-MEM，3-HM）の各 0.01 mg/mL メタノール混合

溶液に浸漬し，常温で 24時間振盪後，メタノール

20 mLを加えて 3回洗浄し，風乾して作成した． 

3. SFE条件の検討 

抽出には MV-10 ASFE システム（Waters 社製）

を使用し，超臨界流体には二酸化炭素を用いた．

抽出方法の概要を Figure 2に示した．細片化した

毛髪試料を正確に量り取って，海砂，脱脂綿を入

れた抽出管（2 mL）に入れ，さらに IS として

levallorphan溶液を添加して密封し，SFEシステム

に設置して抽出操作を行った．操作は制御ソフト

（クロムスコープ）により自動化され，最大 6試料を

連続抽出可能である．1試料につき pre run，main，

post runを 1サイクルとし，main抽出時にmodifier 

を添加し，dynamic（動的抽出）－static（静的抽出）

－dynamic と順番に切り替えて抽出を行った．抽

出液を 50 mL チューブに集め，30℃に加温して

窒素吹付により乾固させた．残渣にメタノールを

約 5 mL 加え，降り混ぜて溶解し，フィルターろ過

後に LC-MS/MSで分析を行った．  

SFEの条件検討は以下の点について行った． 

① Modifierの種類  

② 抽出温度，時間，modifier添加濃度 
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③ 試料量 

抽出効率の確認には，LC-MS/MS の MRM モ

ードを用いて対象化合物の分析を行い，試料間

のピーク面積比や，既報の塩酸メタノール溶液抽

出における定量値 1)と比較を行った． 

塩酸メタノール抽出は下記の通り，既報に従っ

て行った．毛髪試料 10 mgに塩酸メタノール溶液

および IS 溶液を加え，1 時間超音波抽出を行っ

た後，一晩室温放置した．ろ過後，窒素気流下で

溶媒を乾固させ，蒸留水に溶解後，固相抽出

（OASIS HLB, 3cc, 60 mg，Waters）を行い，得られ

たメタノール溶出液を測定試料とした． 

最適化後の SFE条件を以下に示す． 

SFE条件 

装置設定 Modifier Solvent：1% トリフルオロ酢酸

/ 5% Milli-Q 水含有メタノール溶液，Makeup 

Solvent：メタノール，抽出菅：2 mL，抽出温度：

85℃，抽出圧力：280 psi，試料量：5 mg，Pre run：

Modifier： 0%，Flow rate：5 mL/min，Dynamic1：

0.1 min，Static：0.1 min，Dynamic2：0.1 min，

Makeup flow：0 mL/min，Main：Modifier： 50%，

Flow rate：5 mL/min，Dynamic1：1 min，Static：58 

min，Dynamic2：1 min，Makeup flow：0 mL/min，

Post run： Modifier： 0%，Flow rate：5 mL/min，

Dynamic1：0.1 min，Static：0.1 min，Dynamic2：5 

min，Makeup flow：1 mL/min 

4. LC-MS/MS分析 

SFE 条件検討時の dextromethorphan および 3

代謝物の LC-MS/MS 分析は，ACQUITY UPLC 

BEH C18 カラム（2.1x50mm，1.7µm, waters社）を

用いた分析により簡易的に行った． 

Dextromethorphan， levomethorphan および各

代謝物の定量分析は，既報 1), 2)に従い，各エナン

チオマーが明確に分離可能な Chiral CD-ph 

column （150 x 2.1 mm, 5µm, Shiseido社）を使用

して行った．測定機器は LC-MS/MS（ACQUITY 

UPLC I-Class/ Xevo TQ-S, Waters 社）を用い，

MRM モードで分析を行った．対象化合物の保持

時間，MRM分析の各条件等をTable 1に示した．

検量線は，コントロール毛髪に化合物溶液を 0, 

0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100 ng/mg hair，IS溶液を 5 

ng/mg hair となるよう添加し，SFE による抽出後，

LC-MS/MS により測定を行い，内標準法により作

成した．真度，精度は 0.1，10，100 ng/mg hair 

（n=3）となるようコントロール毛髪に化合物溶液を

添加し，作成した検量線を用いて求めた．また，

(-)-3-MEM および(-)-3-HM は標準品を所有して

いなかったため，(+)-3-MEM および(+)-3-HM の

検量線を用いて，定量値を算出した． 

LC 条件 カラム：Chiral CD-Ph （2.0 x150 mm，5 

μm，Shiseido），カラム温度：30℃，移動相： A： 

0.1% formic acid ，  B ：  0.1% formic acid 

/acetonitrile)，A/B 80 /20 (2 min hold)—70 /30 (15 

min)-40 /60-(17 min, 3min hold)，流速：  0.25 

mL/min，注入量：1 μL 

質量分析条件 EI, positive，Capillary voltage: 2.0 

kV，Source temp.: 150℃， Desolvation Gas Flow: 

N2 1000 L/hr，Desolvation Temp.: 500℃，Cone 

Gas Flow: 150 L/hr，Collision gas flow: Ar 0.15 

mL/min, MS 測定 : MRM モード，解析ソフト : 

Target Lynx 

 

C. 研究結果 

1. SFE条件の検討 

ラット毛髪実試料を用いて，dextromethorphan

およびその 3 代謝物の抽出における SFE 条件を

検討した．また，回収率や再現性等の検討用に，

ラットおよびヒトのモデル毛髪試料を使用した． 

① Modifierの検討 

Modifierの種類を検討するために，メタノール，

0.1%ギ酸添加メタノール，10mM 酢酸アンモニウ

ム添加メタノール，アセトニトリル，アセトンの 5 種

を超臨界二酸化炭素にそれぞれ30%添加し，ラッ

ト毛髪実試料の抽出を行った．抽出物について，

LC-MS/MS により測定を行い，MRM クロマトグラ

ム上の dextromethorphanのピーク面積を算出した．
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Modifier としてメタノールを用いた際に得られるピ

ーク面積値を 100 としたときの各 modifie 添加時

のピーク面積比はそれぞれ 100，100，90，20，10

となり，メタノールを用いた場合に高い抽出効率

が得られた．さらに，メタノールへの添加剤として，

トリエチルアミン，ギ酸，トリフルオロ酢酸（いずれ

も 1%まで）および少量の Milli-Q 水（5%以内）を

検討した結果，1%の酸および 5%の水を添加する

と高い抽出率が得られた． 

②抽出温度，時間，modifier添加濃度 

抽出温度，抽出時間および modifier 添加濃度

を検討するために，ラットモデル毛髪試料を用い

て，塩酸メタノール溶液抽出時の各化合物濃度を

100 としたときの SFE 使用時の各濃度を抽出比と

して評価した．ラットモデル毛髪試料 10 mg を用

いて，modifier として 1% ギ酸/ 5% Milli-Q 水含

有メタノール溶液を 30%添加し，抽出温度を 60℃

あるいは 80℃として，45 分間の抽出を同一試料

で 3回繰り返し，各抽出液中の化合物濃度から抽

出率を求めた．抽出時間は，dynamic 1 min -static 

45 min -dynamic 1 minで 1回とした． 

その結果，60℃では 1 回目の抽出で 40-55%，

3 回目までの合計で 58-79%の抽出率を示した． 

80℃に加温した場合は，1 回目で 52-75%，合計

で 76-97%と抽出率の向上が確認できた．さらに

条件の最適化を行ったところ，modifier の添加濃

度を 50%，加温を 85℃，抽出時間を static 60 分

間に変更したところ，1 回で 89-102%の抽出率を

得ることが可能であった（Table 2, Figure 3）．  

③試料量 

②で設定した SFE 条件でラット毛髪実試料 10 

mg の分析を行ったところ，ラットモデル毛髪試料

での検討結果と比較して，30 %程度低い値となっ

た．これを改善するため，modifierの添加剤を 1%

ギ酸から 1%トリフルオロ酢酸へ変更するとともに，

試料量の検討を行った．その結果，実試料の試

料量を 10 mgから 5 mgへと減らすことで，抽出効

率をさらに高くすることが可能であった． 

上記の検討結果を反映させた SFE 条件（詳細

は方法項に記載）を用いて，ラットおよびヒトモデ

ル毛髪試料を抽出し，LC-MS/MSにより定量分析

を行った結果を Table 3に示した．SFEにより分析

を行った場合の各化合物濃度は，ラットおよびヒト

試料ともに，塩酸メタノール溶液抽出における定

量結果とほぼ同等であった．また，相対標準偏差

（RSD %）は 5.2%以下となり，いずれも条件の最

適化前と比較して改善していることが確認できた．

ヒトモデル試料中の化合物濃度は，ラットと比較し

て 1/10 程度であったが，これはモデル毛髪試料

作成時における，化合物溶液の毛髪内への浸透

量の違いに起因していると考えられる． 

今回，毛髪試料の SFE 条件検討において，コ

ントロール毛髪試料に薬物溶液を浸透させたモ

デル毛髪試料を用いることで，化合物をコントロー

ル試料に添加しただけの試料と比較して，より実

試料に近い検討が可能であった． 

2. SFEを用いた毛髪定量分析 

最適化した SFE 条件を用いて，ラット毛髪実試

料中の dextromethorphan/ levomethorphanおよび

代謝物を抽出し，キラルカラム Chiral CD-ph 

column を用いた LC-MS/MS により定量分析を行

った． 

実験方法の項に示した通り，検量線は，コントロ

ール毛髪に化合物溶液を 0～100 ng/mg hair，IS

溶液を 5 ng/mg hair となるよう添加し，SFE による

抽出後，LC-MS/MS 分析を行い，MRM モードで

作成した．真度，精度は 0.1，10，100 ng/mg hair 

（n=3）となるようコントロール毛髪に化合物溶液を

添加して検討した．なお，(-)-3-MEM および(-)-3-

HM は，(+)-3-MEM および(+)-3-HM の検量線を

用いて定量値を算出した．バリデーションの結果

を Table 4に示した．全化合物で検量線範囲の 1-

100 ng/mg hairで良好な直線性が得られ，20%以

内の真度，精度が得られた． 

Dextromethorphan および levomethorphan を投

与したラット毛髪実試料中の薬物および代謝物の
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定量分析を行った結果を Table 5に示した．また，

各濃度について，既報 1), 2)の塩酸メタノール溶液

抽出による定量値と比較した結果，(+)-3-HM は

42.5%であったが，他化合物はいずれも 60%以上

であった．塩酸メタノール溶液抽出と比較して，

SFE の各化合物の抽出効率は低かったが，

dextromethorphanおよび levomethorphan と共に，

それぞれの 3種類の代謝物も再現性よく検出され

ていた．SFEにおける抽出効率が低い理由のひと

つとして，今回用いたラット毛髪は，洗浄・乾燥操

作を行っても一定量の水分および油分が残存す

ることから，超臨界流体で十分抽出しきれなかっ

たことが考えられる．また，未変化体と代謝物では

極性が異なり，双方の化合物の抽出に最適な条

件を設定することが困難であることも考えられた．

一方，既報 1), 2)の塩酸メタノール溶液抽出では抽

出時間が 16時間程度必要であり，乾固後の再溶

解，固相抽出等の煩雑な操作が必要であったが，

今回検討した SFE による抽出は 1 試料につき 1

時間半程度で可能であった．SFE による抽出は，

毛髪中の薬物および代謝物を簡便に検出可能で，

毛髪中薬物のスクリーニング法として優れていると

考えられた． 

 

D. 結論 

Dextromethorphan（鎮咳去痰薬）もしくはエナン

チオマーの levomethorphan（麻薬）を投与したラッ

ト毛髪実試料を用いて，SFE の条件検討を行い，

LC-MS/MS を用いた定量分析を行った ．

Dextromethorphan 投与ラット毛髪実試料からの

dextromethorphan および代謝物 3 化合物の SFE

条件を検討した結果，メタノールにトリフルオロ酢

酸 1%，水 5%を添加した modifier を 50%用い，

85℃に加温して静的抽出を 1 時間行った条件が

最も適していた．ラットもしくはヒトのコントロール試

料に，dextromethorphan および代謝物 3 化合物

を浸透させたモデル毛髪試料を用いて，最適化

した SFE 条件により各化合物の抽出効率を検討

した結果，いずれも 88-103%となり，ばらつき

（RSD%）は 5.2%以下と良好な結果を示した．さら

に，dextromethorphan もしくは levomethorphan 投

与ラッ ト毛髪実試料中の dextromethorphan/ 

levomethorphan およびそれらの代謝物を SFE で

抽出し，キラルカラムを用いた LC-MS/MS により

定量分析を行った．その定量値を既報 1), 2)の塩酸

メタノール溶液抽出による定量値と比較した結果，

(+)-3-HM は 42.5%であったが，他化合物はいず

れも 60%以上であった．SFEによる分析結果は塩

酸メタノール溶液抽出による結果よりも低い値で

あったが，すべての分析対象化合物が再現性よく

検出された．また，塩酸メタノール溶液抽出では

抽出時間が 16 時間程度必要で，さらに溶媒留去，

再溶解，固相抽出等の煩雑な操作が必要である

が，今回検討した SFE は 1 試料につき 1 時間半

程度で抽出可能であり，煩雑な前処理も必要な

い．以上より，SFE は毛髪中の薬物および代謝物

を効率よく簡便に検出可能なスクリーニング手法

として有用であると考えられた． 
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Table 1 分析対象化合物の LC-MS/MS MRM測定条件およびキラル分析における保持時間 

 

 

 

Table 2 SFEにおける抽出温度の違いによるラットモデル毛髪試料からの各薬物の抽出量 

 
*各薬物濃度は簡易定量値 

** Dynamic 1 min -static 45 min -dynamic 1 minを 3回繰り返して抽出した際に 

各回で抽出された薬物量 

***Modifierの添加濃度を 50%，加温を 85℃，抽出時間を static 60分間に変更して 

１回抽出した時の抽出効率（塩酸メタノール溶液抽出時の各化合物濃度を 100 とした場合の値） 
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Table 3 ラット(A)およびヒト(B)のモデル毛髪試料の最適化 SFE条件による抽出検討結果 

       (A) 

 
*薬物濃度は簡易的定量値 

**回収率は塩酸メタノール溶液抽出時の各濃度を 100 とした場合の値 

       (B) 

 
*薬物濃度は簡易的定量値 

**回収率は塩酸メタノール溶液抽出時の各濃度を 100 とした場合の値 

 

 

Table 4 LC-MS/MSキラル分析における分析法バリデーション結果 
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Table 5 SFEおよび LC-MS/MSキラル分析によるラット毛髪実試料中薬物の定量値（ng/mg hair）および

既報 1), 2)の塩酸メタノール溶液抽出による定量値を 100 とした場合の抽出効率（%）（n=3） 

(A) Dextromethorphan投与ラット毛髪分析結果 

 

(B) levomethorphan投与ラット毛髪分析結果 

 

*(-)-3-MEM，(-)-3-HMの定量値は (+)-3-MEM，(+)-3-HMの検量線を用いて算出 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 分析対象化合物の構造 

 

 

 

Enantiomers 
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Figure 2 超臨界流体抽出（SFE）法の概要 （装置：MV-10 ASFEシステム，Waters社製） 

 

 

 

Figure 3 SFEにおける抽出温度の違いによるラットモデル毛髪試料からの各薬物の抽出量 

* Dynamic 1 min -static 45 min -dynamic 1 minを 3回繰り返して抽出した際に各回で抽出された薬物量 

 

 


