
新⽣児代謝異常スクリーニングにおけ
〜アミノ酸およびアシルカルニチン分析と先天性副
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年3⽉31⽇付けで厚⽣労働省から都道府県・指定都市の⺟⼦保健主管部
⻑に対し、「先天性代謝異常の新しい検査⽅法（タンデムマス法）について」
れたことにより 近年では 新⽣児代謝異常の⼀部の対象疾病における検査れたことにより、近年では、新⽣児代謝異常の 部の対象疾病における検査
MS/MSシステムが⽤いられています。

ス法は、スループットに加えて発⾒できる代謝異常症の種類も多く、従来法
患であったのが、LC/MS/MS法では、16疾患（最⼤で25疾患）の検査が、
⼊で可能になります。

児マス・スクリーニングには、それぞれ対象とする成分が極性に違いがあるため、
法も異なっており、⼀般的に、検体の測定は、それぞれの試験毎に⾏われてい法も異な ており、 般的に、検体の測定は、それぞれの試験毎に⾏われて

ため、1検体に対して、それぞれの結果を得るのに時間を要しており、その効
まれていました。

ケーションノートでは、2次元UPLCと四重極型質量分析計を組み合わせた
り、1検体毎の測定および結果を効率よく取得する⼿法について検討しました。
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QUITY UPLC 2Dシステム/Xevo TQD質量分析計
つのポンプを⽤いることで、異なる分析⼿法を⾃動で切り替え、効率的に分析が可能。
アミノ酸およびアシルカルニチン分析に使⽤
先天性副腎過形成症分析に使⽤
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アミノ酸およびアシルカルニチン分析
LC 条件
1D LC システム: ACQUITY UPLC I-Class（FTN）
分析時間: 3.5分
インラインフィルター: 5 μm 
移動相 A: 0 1%ギ酸含有40%メタノール⽔溶液

化合物名
15N;2-1

移動相 A: 0.1%ギ酸含有40%メタノ ル⽔溶液
(先天性副腎過形成症分析の初期組成)

移動相 B: 0.1%ギ酸含有80%アセトニトリル⽔溶液
(アミノ酸およびアシルカルニチン分析の初期組成)

注⼊量: 10 μL
グラジエント:

2H4-Ala
2H8-Va
2H3-Leu
2H3-Me
13C6-Ph
13C6-Ty
2H3-Asp

アシルカル

Curve11=ステップグラジエント

Time
（min.）

流速
(mL/min) A(%) B(%) Curve

initial 0.25 0 100 －
0.2 0.06 0 100 11 
1.4 0.60 0 100 11 
1.6 0.25 0 100 11 
2.0 0.30 100 0 11 

p
2H3-Glu
2H2-Orn
2H2-Cit
2H4;5-1

化合物名

MS 条件
MS システム: Xevo TQD
イオン化モード: ESI
分析モード: MRM
キャピラリー電圧: 3 5 kV ポジティブ

2H9-car
2H3-ace
2H3-pro
2H3-but
2H9-isov
2H3-oct
2H9-myキャピラリ 電圧: 3.5 kV ポジティブ

ソース温度: 150℃
脱溶媒温度: 600℃
脱溶媒ガス: 1100 L/hr
コーンガス: 50 L/hr

表1. アミノ酸

2H3-pal
L-Gluta
L-(3-Hy
L-Dode
L-Octad

定量値には
を求め、そ
トルの例を
対象成分の

図2. アミノ酸
上段 正常

およびアシルカルニチン分析
MSを⽤いたアミノ酸およびアシルカルニチン分析は、カラムを付けないフローイMSを⽤いたアミノ酸およびアシルカルニチン分析は、カラムを付けないフロ イ
ョンによる1サイクルの短い測定です。検体の濾紙⾎から試料を抽出する際、
部標準を抽出溶媒に添加し、この内部標準とのマススペクトルのイオン強度
量値を求めます。

名
13C-Glycine

anine

line

ucine

ethionine

henylalanine

yrosine

partate

ルニチン

p

utamate

nithine

rulline
13C-Arginine

名
rnitine(free carnitine, C0)
etylcarnitine(C2)
opionylcarnitine(C3)
tyrylcarnitine(C4)
valerylcarnitine(C5)
tanoylcarnitine(C8)
yristoylcarnitine(C14)

酸およびアシルカルニチン分析の内部標準成分例

mitoylcarnitine(C16)
arylcarnitine(mono)(D3)(C5DC)
ydroxyisovaleryl)-carnitine(D3)(C5-OH)
ecanoylcarnitine(D3)(C12)
decanoylcarnitine(D3)(C18)

は、成分毎にカットオフ値が設けられており、内部標準成分とのイオン強度⽐
の⼤⼩で疾患の判定を⾏います。図2は、アミノ酸代謝異常症のマススペク

を⽰しています。NeoLynxアプリケーションマネージャを⽤いることで、各検体の
の解析効率があがり、得られた値を疾患の判定に使⽤することが可能です。

新⽣児代謝異常スクリーニングにおける検体測定の効率化

酸代謝異常症のマススペクトル例
常、下段 フェニルケトン尿症
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分析条件 先天性副
従来、先天

先天性副腎過形成症分析
LC 条件
1D LC システム:ACQUITY UPLC I-Class（FTN）
分析時間: 3.5分
注⼊量: 10 μL
2D LC システム:ACQUITY UPLC BSM /カラムマネージャ

従来、先天
の酵素免疫
LC/MS/MS
ングが⾏える
LC/MS/MS
⾼感度な定

2D LC システム:ACQUITY UPLC BSM /カラムマネ ジャ
移動相 A: 0.1%ギ酸⽔溶液
移動相 B: メタノール
カラム: ACQUITY HSS C18

1.8 μm, 2.1 × 50 mm 
カラム温度: 40℃
グラジエント

化合物名

17-OHP

∆4-アンドロス
(4-AD)

コルチゾール(

11-デオキシグラジエント:

Time
（min.）

流速
(mL/min) A(%) B(%) Curve

initial 0.20 60 40 －
0.2 0.20 60 40 6 
0.5 0.20 45 55 6 
1.2 0.20 45 55 6 
3.0 0.20 1 99 6 

表2. 先天性

デオキシ
(11-DOF)

21-デオキシ
(21-DOF)

Curve6=リニアグラジエント

MS 条件
MS システム: Xevo TQD
イオン化モード: ESI
分析モード: MRM

試料調製
各試料の調

アミノ酸および
1. 1.5 m
2. 固定液

紙は、ヒ分析モ ド: MRM
キャピラリー電圧: 2.0 kV ポジティブ
ソース温度: 150℃
脱溶媒温度: 600℃
脱溶媒ガス: 1100 L/hr
コーンガス: 50 L/hr

紙は、ヒ
3. インキュベ

放冷。
4. 内部標準
5. 遠⼼分離

先天性副腎
1. 1.5 m
2. 80%ア
3. 溶出液を

（参考資料
重松 陽介、
⽇本マス・スク

（参考資料
藤倉 かおり藤倉 かおり、
スクリーニング
⽇本マス・スク

腎過形成症分析
天性副腎過形成症分析は、17-hydroxyprogesterone（17-OHP）天性副腎過形成症分析は、17 hydroxyprogesterone（17 OHP）
疫測定法（ELISA）によって測定が⾏われています。この⼿法に対し、
S法では、17-OHP以外の関連ステロイド（表2参照）も同時にスクリーニ
るため、より⾼精度な分析および判定が可能になります。
S法では、カラムを⽤いて夾雑成分との分離をおこなうことで、対象成分の

定量測定が可能になります。

プリカーサー プロダクト Dwell コーン コリジョンプリカ サ
イオン

(m/z)

プロダクト
イオン

(m/z)

Dwell
Time
(秒)

コ ン
電圧
(V)

コリジョン
電圧
(eV)

331.2 97.0 0.08 34 26

ステンダイオン 287.2 97.0 0.06 40 28

(F) 363.2 121.0 0.12 34 22

シコルチゾール 347 2 97 0 0 06 36 26

性副腎過形成症の対象成分とMRM条件

シコルチゾ ル 347.2 97.0 0.06 36 26

シコルチゾール 347.2 311.1 0.08 36 16

製
調製は、⾮誘導体化法の以下の⼿順で⾏いました。

びアシルカルニチン分析（参考資料1）

Lチューブに5 mmの⾎液濾紙を⼊れる。
（アセトン/メタノール/⽔＝7/7/2）10 μLを⾎液濾紙に滴下。検体濾

ヒタヒタの状態にする。蓋をして室温で10分間放置し、固定化を⾏う。ヒタヒタの状態にする。蓋をして室温で10分間放置し、固定化を⾏う。
ベータ（37℃）で20-30分乾燥させ、固定化液を蒸発乾固し、室温で

準溶液を100 μL加え、蓋をして、室温で30分間穏やかに振とうし、抽出。
離(3000 rpm/5分間)し、その上清をバイアルへ移し、分析試料とする。

腎過形成症分析（参考資料2）

Lチューブに5 mmの⾎液濾紙を⼊れる。
セト トリ ⽔溶液 分間 抽出アセトニトリル⽔溶液180 μLで30分間、抽出。
を乾固し、50%メタノール⽔溶液70 μLで溶解し、分析試料とする。

1）
畑 郁江、稲岡 ⼀孝：タンデムマス・スクリーニングにおける⾮誘導体化分析

クリーニング学会誌. 21(3)：13-18, 2011

２）
他：⾼速液体クロマトグラフィ タンデム質量分析計による先天性副腎過形成症他：⾼速液体クロマトグラフィータンデム質量分析計による先天性副腎過形成症
⼆次検査法の検討

クリーニング学会誌. 23(1): 85-92, 2013

新⽣児代謝異常スクリーニングにおける検体測定の効率化 3



結果および考察

新⽣児代謝異常スクリーニングの測定項⽬であるアミノ酸およびアシルカルニ
および判定の迅速化に向けて検討を⾏いました。

・アミノ酸およびアシルカルニチン分析(代謝)：ループによるフローインジェクシ
・副腎過形成症分析(内分泌)：カラム分離による測定⼿法

代謝 LC/インジェクタ代謝

内分泌

LC/インジェクタ

LC/インジェクタ

図3. 各測定項⽬のシス

LC/インジェクター

バルブ

図4  各測定項⽬のバルブ

各測定項⽬のデータ取得には、図3で⽰すように、システムフローの⼀部を
各測定項⽬をバッチごとで測定することが可能です。しかし、さらなる測定の
移動相溶媒が異なっており、その切り替えをスムーズに⾏うことのできる配管
時間を短縮することを考慮し、内分泌項⽬のカラム平衡化時間に代謝項⽬
（図5,6参照）。

図4. 各測定項⽬のバルブ

図5. 各測定項⽬のバ

図6. 2D UPLCを使⽤した1検

ニチン分析と副腎過形成症分析を検体毎に⾏うことにより、測定の効率化

ション法

ー MSループー MSループ

ー MSカラム

プ

ステムフローのイメージ図

MS

ループ

カラム
ブによる切り替えイメージ図

を替える必要があります。図4に⽰すように切り替えバルブが１つあれば、
の効率化および検体毎での判定結果を迅速に取得するには、それぞれの
管や測定条件が必要です。また検体当たりの2項⽬に掛かっていた測定

⽬の測定を⾏うことで、より迅速に検体の測定結果が得られるようにしました

ブによる切り替えイメ ジ図

バッチごとでのシーケンス

新⽣児代謝異常スクリーニングにおける検体測定の効率化

検体毎の各項⽬測定シーケンス
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LCポンプ2台とバルブ２つをソフトウェア上で制御できる2次元LCシステムを⽤
れの分析項⽬に使⽤されている移動相は異なるため、バルブ切り替えおよび
LCメソッドを⾃動で切り替え ⾏の上から順に各サンプルの測定を⾏いましたLCメソッドを⾃動で切り替え、⾏の上から順に各サンプルの測定を⾏いました

図7. アミノ酸とアシルカルニチン分析時の流路図（1Dで注⼊と測定）

得られた結果は、それぞれの試験項⽬を別にして解析を⾏いました。アミノ酸
いることで、内部標準とのイオン⽐を⾃動算出し、各サンプルの結果を確認す

図9. 測定実⾏リスト

図10. NeoLynxアプリケーションマネージャによる解析結果画⾯

⽤いて、図7、図8の配管を⾃動で切り替え、測定を⾏いました。またそれぞ
び移動相の置換もLCメソッドに組み込み、図9のように測定の実⾏リストで、
たた。

図8. 先天性副腎過形成症分析時の流路図（1Dで注⼊、2Dでグラジエント分析）

酸およびアシルカルニチン分析は、NeoLynxアプリケーションマネージャを⽤
することができます（図10参照）。

新⽣児代謝異常スクリーニングにおける検体測定の効率化 5



副腎過形成症の解析には、TargetLynxアプリケーションマネージャを⽤いて
ラムと5-500 ppbの範囲の検量線を図11に⽰します。それぞれ相関係数0
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図11. 各成分のMRMクロマトグラムと検量線

て、多点検量線を作成しました。各成分の5 ppbにおけるMRMクロマトグ
0.98以上の直線性が得られています。

ame: 17-OHP
oefficient: r = 0.997060, r^2 = 0.994129
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結論

グ新⽣児代謝異常スクリーニングの項⽬であるアミノ酸・アシルカルニチン分析
とで、ループ⽅式とカラム分離の各測定⼿法の切り替えおよび測定を、簡単
は、試料の誘導体化がなくとも測定を⾏う事ができるため、容易な前処理で
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析と副腎過形成症分析の測定において、2D UPLC-MS/MSを使⽤するこ
単な操作で⾃動で効率よく⾏うことができます。このシステムを⽤いた⼿法で
で済みます。これにより検体毎の結果を迅速に求めることが可能になります。
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