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Cannabinoids in marijuana and cannabis resin were derived with dansyl chloride 

at 60℃ in presence of Na2CO3 for 10 min. The products were extracted with hexane 
and separated by HPLC using a column (25cm×4.6mm) of Zorbax SIL with mobile 

phase of 5%-ethyl acetate in hexane and fluorometric detection at 475nm  (excitation 

350nm). The detection limit was 0.1 ng/injection for tetrahydrocannabinol. 
Mass spectra of dansylated cannabinoids were also measured. 
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１ 緒  言 

 カンナビノイドの高感度検出法として，分析機器の

高度化により，各種の報告がなされている。これらに

は，EC（electron capture）検出器を用いたガスクロ

マトグラフィー1)2）（GC），GC－質量分析法3)4)，電気

化学検出器を用いた高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）5)6)などがあり，尿などの生体試料中の微量

検出に適用されている。また，IMS（ion mobility 

spectroscopy）により，手に付着したテトラヒドロカ

ンナビノール（THC）の直接検出7)が行われた。 

 蛍光測定も比較的高感度な検出方法である。一方，

最近高感度検出法として化学発光法が注目されている。

特に，過しゅう酸エステルと過酸化水素を用いたシス 
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 テムは，HPLCのポストカラム検出法として広い応用

が可能と考えられる8)。カンナビノイドはフェノール

性化合物であり，それ自身紫外部に蛍光を持つと考え

られるが9)，紫外部に蛍光性を有する化合物は，この

システムではほとんど発光しない10)。したがって，カ

ンナビノイドを化学発光により高感度検出を行うに

は誘導体化が必要である。蛍光誘導体としてダンシル

化が考えられる。野島ら11)は，THC及びカンナビノー

ル（CBN）のダンシル（DNS）誘導体を合成し薄層

クロマトグラフィー（TLC）により分離した。Forest

ら12)もTLCにより尿中のカンナビノイドをDNS誘導

体として検出した。しかし，カンナビノイドのDNS

誘導体のHPLC分離についての報告は見当たらない。 

 われわれは，先にカンナビノイドのGC-MS及びTLC 
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について報告した13)14)。今回，カンナビノイドのDNS

誘導体を合成し，HPLCで分離，蛍光検出を行ったの

で報告する。 

 

２ 実  験 

 ２．１ 試料，試薬及び器具 

 大麻及びこれから単離したカンナビノイドは，前報14)

のものを用いた。ダンシルクロリド（DNS－Cl，5－

ジメチルアミノナフタレン－1－スルホニルクロリド）

は，東京化成（1％アセトン溶液として使用），HPLC

における溶出溶媒のヘキサン及び酢酸エチルは和光純

薬のHPLC用溶剤，その他通常の試薬類は和光純薬の

試薬特級を用いた。 

 ガラス器具は，トリメチルクロルシランの1％溶液

（クロロホルム）液中に約1時間おいてトリメチルシリ

ル化したあとアルコール及び水で洗浄，130℃で約3時

間乾燥したものを使用した。 

 

 ２．２ 装  置 

 マススペクトルの測定は，日立M－80B型二重収束

質量分析計（データ処理装置 M－0101）を用い，イ

オン化エネルギーは70eV，イオン化電圧は100μA，

試料の導入はインビームで行った15)。 

 高速液体クロマトグラフ（HPLC）は島津製作所製

で，ポンプはLC－3AまたはLC－6A，蛍光検出器は

RF－535を用いた。分離用カラムはDu Pont社の

Zorbax SIL（2.5cm×4.6mm）を用いた。溶出溶媒は

ヘキサン－酢酸エチル（95：5）で，流速は2ml／min

とした。 

 分光蛍光光度計は，日本分光のFP－550型を用いた。 

 

 ２．３ カンナビノイドのダンシル化 

 テトラヒドロカンナビノール（THC）等の単離した

カンナビノイドについては，100μg相当量（ヘキサン

溶液）をダンシル（DNS）化反応に供した。また，100mg

の大麻をヘキサンで繰り返し抽出し，ろ過した。ろ過

を濃縮して10mlとしたものの1μlをDNS化反応用試

料とした。 

 反応は，内径5mmのガラス管を封じた小型試験管で

行った。試料を小型試験管に取り，DNS－Clの1％ア

セトン溶液100μ l及び1％－炭酸ナトリウム 100 

 μl を加えてよく混合した。これを 60℃の湯浴に 10

分間保ってダンシル化を行った。窒素を吹き込んでア

セトンを除いた後，0.1N 水酸化ナトリウム 100μl加

えて過剰のDNS－Clを分解し，DNS化反応物とした。

これにヘキサン 0.5ml を加えて混合したあと静置し

た。上層のヘキサン層の 5～10μlを HPLCに注入し

た。これらの混合操作は，試験管ミキサーで行っ 

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1   Dansyl derivatization of △1-THC 

 

 ２．４ ダンシル誘導体の単離 

 へキサン抽出物をHPLCに注入すると，過剰のDNS

－Clの分解物によるピークが強く検出されたので，目

的物をマススペクトルで確認するため，カラムクロマ

トグラフィーにより精製した。ヘキサン抽出物をセフ

ァデックス LH－20 を充填したカラム(25mmφ×

70cm)上に移し入れた。クロロホルム－エーテル－エ

タノール (10： 10： 1)の混合溶媒で溶出し(流速

7.2ml/min)，溶出液を 5mlずつフラクションコレクタ

ーで分取した。分取した溶液に紫外線を照射して蛍光

性を示す分画を HPLC で分離して単一成分であるこ

とを確認したのち，溶媒を減圧下で除去しマススペク

トル及び蛍光スペクトルを測定した。 

 

３ 結果及び考察 

 ３．１ ダンシル誘導体化反応 

 Garrett16)らによると，THC を 0.1μg/mlの濃度で

ガラス製のメスフラスコに入れた場合，その 50％がガ

ラスに吸着するが，ガラス器具をトリメチルシリル 

 



3 
報文 カンナビノイドのダンシル誘導体の高速液体クロマトグラフィーによる分離及び蛍光検出 

化すると，THCはほとんど吸着しない。ガラス器具の

シリル化にはいくつかの方法があるが 17)，本実験にお

いては，トリメチルクロルシランの 1％クロロホルム

溶液を用いた。 

 蛍光誘導体化試薬には，アミン類を対象とした各種

の試薬がある。カンナビノイドのようなフェノール性

化合物についてもこれらの試薬が用いられている。

Vinsonら 17)は，尿中の THCを 2－p－chlorosulfonyl

－3－phenyl indone(DIS)の誘導体とし，蛍光測定によ

り定量した。この誘導体では，蛍光測定の際水酸化カ

リウムを包接したクラウンエーテルを用いる必要があ

るので HPLC には適用し難い。ダンシルクロリド

(DNS－Cl）はアミンやフェノールと容易に反応して

DNS 誘導体が得られる。この実験では，野島ら 11)及

び Forestら 12)の報告を参考に条件の設定を行った。 

 DNS-Cl の添加量は，カンナビノイドに対しモル濃

度で約 10倍とした。Forest らは，反応終了後，飽和

食塩水を添加して塩析を行っているが，塩析を行わな

い場合とほとんど差がなかったので，以後の実際では

塩析を行わなかった。 

 

３．３ DNS 誘導体のマススペクトル 

 メタンフェタミン，モルヒネ，生体アミン類のダン

シル誘導体のマススペクトルについて報告されている

19)－21)。これらのマススペクトルでは，分子イオンが認

められ，DNS部に由来する m/z170またはm/z171の

フラグメントが強く検出されている。本試験で測定し

たカンナビノイドの DNS 誘導体のマススペクトルを

Fig.２に示した。いずれも分子イオン及び m/z 170ま

たは m/z 171のフラグメントが認められた。△1-THC

及び THC－C3においては，カンナビノイド部に由来

するm/z 313及びm/z 285のフラグメントがそれぞれ

ベースピークとなっており，DNS 誘導体と確認し 

た。 

 カンナビシクロール（CBCy）及びカンナビクロメ

ン（CBCh）のマススペクトルは互いによく類似して

いる。いずれもm/z 464がベースピークとなっている

が，このフラグメントの生成理由については明らかに

できなかった。 

 カンナビジオール（CBD）及びカンナビゲロール

（CBG）は 2つのフェノール性水酸基を持っており，

いずれ（あるいは両方）がNDS 化しているのか興味 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2   Mass spectra of dansylated cannabinoids 

 

があるが，これらについては標準品が十分得られなか

ったので測定できなかった。 

 

 ３．４ HPLC 

 Gennaroら 22)はアミン類のDNS誘導体をメタノー

ル－水系の溶媒を用いて逆相条件で分離した。逆相系

の条件を用いることも考えられたが，極性溶媒は DNS

誘導体の蛍光性を弱めるので，ヘキサン－酢酸エチル

(95：5)を用いた。DNS 基は第三アミン基を持つので

微量のアンモニアを加えることも考えられるが 20)，こ

の実験条件で誘導体の保持時間は安定であり，アンモ

ニアの添加は行わなかった。 
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Fig. 3  Ex and Em spectra of dansyl △1-THC 

 

 用いた溶媒 ヘキサン－酢酸エチル（95：5）にお

ける最大蛍光波長を確認するため，誘導体の蛍光スペ

クトルを測定した。△ 1－THCでは，励起波長 348nm

のとき最大蛍光波長 475nm を示した（Fig 3）。以後の

実験では励起波長 348nm，蛍光波長 475nm を HPLC

の蛍光検出波長とした。なお，ヘキサン－イソプロパ

ノール（98：2）では，△1－THCは励起波長 384nm

の時最大蛍光波長 475nmと著しく異なっていた。 

 大麻樹脂中のカンナビノドの DNS 誘導体のクロマ

トグラムを Fig 4に示した。THC－C3（テトラヒドロ

カンナビバリン）が CBN（カンナビノール）のショル

ダーとなったほかは，良好な分離を示した。各成分の

保持時間は，CBCy（カンナビシクロール）が 6.0min，

THC が 7.6min，CBCh（カンナビクロメン）が 8.5

ｍin，THC－C3（テトラヒドロカンナビバリン）が

8.7min であった。 

 保持時間 12分以降にみられるピークは，ブランクで

も検出されるピークで，反応試薬の DNS－Clの分解

物によるものと考えられる。△ 1－THCについて，S/N

を 3 以上とし，注入量より検出限界を求めると 0.1ng

であった。 

 この試料は，少量の CBD（カンナビジオール）及び

CBG（カンナビゲロール）を含むが，これらはフェノ

ール性水酸基を二個有しており，DNS分解物のピーク

と重なって確認できなかった。 

 マリファナの抽出物については，DNS誘導体化後，

セファーデックス LH－20のカラムを用いて，カンナ

ビノドの DNS誘導体のみを分取した。これを HPLC

で分離して Fig 5のクロマトグラムを得た。Fig 4にみ

られた保持時間 12 分以降のピークは除かれている。 

この試料では CBCy及び THC－C3は確認できず，ほ

とんど含まれていないものと考えられる。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4  HPLC chromatograms of (A) dansylated cannabi- 

noids in cannabis resin extract and (B) dansyl 

△1-THC (3pM) 

Conditions 

colum:Zorbax SIL (25cmx 4.6mm) 

eluent : 5％-ethyl acetate in hexane 

flow rate  : 2ｍl/ｍin. 

Peaks 

(1) CBCy, (2) CBCh, (3) △1-THC 

(4) CBN, (5) THC-C3 and (6) CBN-C3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5   HPLC chromatograms of dansylated cannabi- 

noids in marihuana extract Dansylated cannabi 

noids were purified by column chromatography. 

Condition 

colum : Zorbax SIL (25cmx 4.6ｍｍ) 

eluent : 5％-ethyl acetate in hexane 

flow rate  : 2 ｍl/ｍin.  
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４ 要  約 

 カンナビノイドのダンシル誘導体化を行い，マスス

ペクトルで確認した。大麻樹脂及びマリファナ中の石

油エーテル抽出物のダンシル化物を，カラムにZorbax 

 SIL（25cm×4mm），溶出溶媒に 5％酢酸エチル（ヘ

キサン）を用いた高速液体クロマトグラフィーで分離

して良好な結果を得た。テトラヒドロカンナビノール

の検出限界は 0.1ngであった。また，カンナビノイド

のダンシル誘導体のマススペクトルを測定した。 
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