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要  旨 

 

タンデム質量分析計のアミノ酸及びアシルカルニチン類同時測定による新生児スクリーニングに

ついては、すでにその有用性が示されつつあるが、PerkinElmer社製のキットNeoBase®では、従来の

マーカーに加えて、チロシン血症Ⅰ型のマーカーであるサクシニルアセトン、プロリン血症のマー

カーであるプロリンを同時に測定することが可能である。そこで札幌市衛生研究所のシステムで当

該キットを応用することにより、これらの新たな指標物質が十分な感度で測定可能か、また従来の

マーカーについては、当所が現在測定している誘導体化法との間に十分な相関があるかどうかを検

討したところ、いずれも良好な成績が得られた。 

 

 

1． 緒 言 

札幌市では、2005 年 4 月から、新生児マス・ス

クリーニング事業の効果を高めることを目的とし

て、「タンデム質量分析計による新生児マススク

リーニングの試験研究」を実施し、従来は見出す

ことができなかった脂肪酸β酸化異常症や有機酸

血症の患児を見出し、早期治療に結びつけること

で効果をあげている 1)。一方で、タンデム質量分析

計（以下；タンデムマス）による測定対象物質を

拡充することで、検査の効果をより一層高める検

討も多く報告されるようになってきており 2-4)、中

でもサクシニルアセトン（Succinylacetone）を指標物

質として見出すことが可能なチロシン血症Ⅰ型に

つ い て は 、 近 年 NTBC ( (2–nitro–4–

trifluoromethylbenzoyl)–1,3-cyclohexanedione）による

治療法が効果を上げている 5)こともあり、新生児ス

クリーニングの新たな対象疾患として注目されて

いる。 

PerkinElmer 社が開発したタンデムマスのための

新生児スクリーニング非誘導体化法検査用キット

NeoBase®は、従来の測定項目に加えて、チロシン

血症Ⅰ型の指標物質であるサクシニルアセトンと

プロリン血症の指標物質であるプロリンが同時に

測定できる点で注目される。 

そこで、今回、私たちは NeoBase®により、当所

の 分 析 シ ス テ ム 〔 Quattromicro API （ 英

MicroMass ） と 送 液 装 置 alliance-HT2795

（Waters）〕を用いて、従来法 6)と同等の検査が可

能で、かつサクシニルアセトンとプロリンを検査

項目に加えるための十分な感度が確保できるかど

うか検討を行った。 

 

2． 方 法 

(1) 前処理 

Perkin Elmer社製のキットNeoBase®に付属して

いるプロトコールに従って、前処理を行った。す

なわち、ろ紙血液3ミリディスクを96穴マイクロプ

レートにpunch outし、アミノ酸とアシルカルニチ
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ンの安定同位体（表1）を溶解したキット添付の溶

出液100μlを添加する。これを45℃で45分間振盪す

ることにより抽出し、得られた抽出液75μlをキッ

ト添付のV底プレートに移す。次いでプレートを2

時間室温で静置し、この間酸性条件下でhydrazine

によるサクシニルアセトンの誘導体化反応（図1）

を進行させた後、これを測定用試料とした。 

(2) 測定 

分析システム Quattromicro API (英 MicroMass) 

と送液装置 alliance-HT2795 (Waters) を用い、フロ

ーインジェクション法およびMultiple Reaction 

Monitoring (MRM) モードにより解析を行った。各

指標物質の定量は、濃度既知の安定同位体置換内

部標準とのシグナル強度比から算出することで行

った。 

各指標物質及び安定同位体標準の測定条件は表2

にまとめた。 

なお、サクシニルアセトンは通常血中でタンパ

ク質中のlysine側鎖のアミノ基に結合して存在して

いる。そのため本法では、hydrazineによる分離誘

導体化反応を行った後、サクシニルアセトンの誘

導 体 化 物 で あ る 3-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl) 

propanoic acid (MPP)を、キットに別バイアルで添付

されている安定同位体内部標準物質 13C5-3-(5-

methyl-1H-pyrazol-3-yl) propanonic acid (13C5-MPP)に

より定量することで、血中サクシニルアセトン値

として算出した7)。 

(3) 回収率 

主な指標物質について、Perkin Elmerの精度管理

用検体（2濃度）を用い、15回測定しその平均値を

理論値と比較することで算出した。 

(4) 安定性の評価 

 主な指標物質について、Perkin Elmerの精度管理

用検体（2濃度）を用い、15回測定することにより

アッセイ間変動係数を算出することで行った。 

(5) 従来法との相関の評価 

試料としては新生児代謝異常症等検査において、

申し込み時に保護者から使用済み検体の研究等へ

の利用の了承が得られ、かつタンデム質量分析計

による多項目検査の希望があった検体(n=963)を用

いた。相関の評価は、従来法の測定値と、今回検

討したNeoBase®による測定値の相関係数を算出す

ることで行った。従来法の測定方法は、既報6)に従

った。この評価に際しては、個人情報等からは切

り離された検体番号によるデータの付け合せの後、

検体番号を切り離した上で統計処理を行う連結不

可能匿名化により行った。これらの研究手法につ

いては、札幌市衛生研究所倫理審査委員会の承認

を得た8)。 

 

3． 結 果 

3-1 安定性及び回収率の評価 

主な指標物質のアッセイ間変動係数及び平均回収

率を表3にまとめる。アッセイ間変動係数は10～25%

程度であり、平均回収率は70~110%の範囲内にほぼ収

まった。 

3-2 一般検体の測定結果 

963件の新生児検体を用いた主な指標物質の測定値

の従来法との相関及び相関係数(r)を図2-A,Bにまとめ

る。また、NeoBase®を用いることで新たに測定可能

な指標物質となるサクシニルアセトンとプロリンの

平均値±標準偏差は、それぞれ0.28±0.12μM、220±

61μMであった。これらのヒストグラムを図3に示す。 
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図1 NeoBase®におけるサクシニルアセトン定量のための前処理反応の概略 

 

表1 PerkinElmer社キットNeoBase®に添付されている安定同位体標準品一覧 

 

安定同位体置換体 ；略記号 
濃度 

（μmol/vial）
安定同位体置換体 ；略記号 

濃度 

（μmol/vial）
15N,2-13C-Glycine ；Gly* 2.5 2H9-Free Carnitine (2H9-C0) ；C0* 0.152 

2H4-Alanine ；Ala* 0.5 2H3-Acetylcarnitine (2H3-C2) ；C2* 0.019 
2H6-Valine ；Leu* 0.5 2H3-Propionylcarnitine (2H3-C3) ；C3* 0.0114 

2H3-Leucine ；Leu* 0.5 2H3-Butyrylcarnitine (2H3-C4) ；C4 0.0076 
2H3-Methionine ；Met* 0.5 2H9-Isovalerylcarnitine (2H9-C5) ；C5* 0.0076 

13C6-Phenylalanine ；Phe* 0.5 2H6-Glutarylcarnitine (2H6-C5DC) ；C5DC* 0.0076 
13C6-Tyrosine ；Tyr* 0.5 2H3-Hexanoylcarnitine (2H3-C6) ；C6* 0.0076 

2H6-Ornitine.HCl ；Orn* 0.5 2H3-Octanoylcarnitine (2H3-C8) ；C8* 0.0076 
2H2-Citrulline ；Cit* 0.5 2H3-Decanoylcarnitine (2H3-C10) ；C10* 0.0076 

2H4，
13C-Arginine.HCl ；Arg* 0.5 2H3-Lauroylcarnitine (2H3-C12) ；C12* 0.0152 
13C5-Proline ；Pro* 0.5 2H3-Myristoylarnitine (2H3-C14) ；C14* 0.0152 

2H3-Palmitoylcarnitine (2H3-C16) ；C16* 0.0152 
2H3-Octadecanoyllcarnitine (2H3-C18) ；C18* 0.0152 

13C5-3-(5-methyl-1H-pyrazol-3-

yl) propionic acid (13C5-

MPP) ；MPP* 

0.4 

  

 

Succinylacetone ( bound to side chain of lysine in peptides ) 
hydrazine  

3-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl) propanoic acid 
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表2 NeoBaseRにおける全測定物質の分析条件 *安定同位体ラベルスタンダード；表1参照 

指標物質 
（略称） 

Q1 
(m/z) 

Q3 
(m/z) 

Dwell 
(s) 

Cone 
(V) 

Coll 
(eV) 

Gly 76 32 0.05 14 7 

Gly* 78 32 0.05 14 7 

Ala 90 44 0.05 15 8 

Ala* 94 48 0.05 15 8 

Pro 116.1 70.1 0.05 6 16 

Val 118.1 72.1 0.05 15 9 

Pro* 121.1 74.1 0.05 6 16 

Val* 126.1 80.1 0.05 15 9 

Leu/Ile 132.1 86.1 0.05 15 10 

Orn 133.1 70.1 0.05 14 14 

Leu* 135.1 89.1 0.05 15 10 

Orn* 139.1 76.1 0.05 14 14 

Met 150.1 104.1 0.05 15 10 

Met* 153.1 107.1 0.05 15 10 

SA（MPP） 155.1 109.1 0.05 10 22 

MPP* 160.1 114.1 0.05 10 22 

Phe 166.1 120.1 0.05 15 12 

Phe* 172.1 126.1 0.05 15 12 

Arg 175.1 70.1 0.05 20 20 

Cit 176.1 113.1 0.05 13 16 

Cit* 178.1 115.1 0.05 13 16 

Arg* 180.1 75.1 0.05 20 20 

Tyr 182.1 136.1 0.05 15 12 

Tyr* 188.1 142.1 0.05 15 12 

指標物質 
（略称） 

Q1 
(m/z) 

Q3 
(m/z) 

Dwell 
(s) 

Cone 
(V) 

Coll 
(eV) 

COH 162.1 103 0.05 23 19 

COH* 172.1 103 0.05 23 19 

C2 204.1 85 0.05 20 17 

C2* 207.1 85 0.05 20 17 

C3 218.1 85 0.05 22 17 

C3* 221.1 85 0.05 22 17 

C4 232.2 85 0.05 25 18 

C4* 235.2 85 0.05 25 18 

C5:1 244.2 85 0.05 25 18 

C5 246.2 85 0.05 25 18 

C4OH/C3DC 248.1 85 0.10 25 18 

C5* 255.2 85 0.05 25 18 

C6 260.2 85 0.05 25 19 

C5OH/C4DC 262.1 85 0.10 25 18 

C6* 263.2 85 0.05 25 19 

C5DC/C6OH 276.1 85 0.10 28 22 

C5DC* 282.1 85 0.10 28 22 

C8:1 286.2 85 0.05 28 20 

C8 288.2 85 0.05 28 20 

C6DC 290.2 85 0.10 28 22 

C8* 291.2 85 0.05 28 20 

C10:2 312.2 85 0.05 28 22 

C10:1 314.2 85 0.05 28 22 

C10 316.2 85 0.05 28 22 

C10* 319.2 85 0.05 28 22 

C12:1 342.3 85 0.05 30 23 

C12 344.3 85 0.05 30 23 

C12* 347.3 85 0.05 30 23 

C14:2 368.3 85 0.05 30 24 

C14:1 370.3 85 0.05 30 24 

C14 372.3 85 0.05 30 24 

C14* 375.3 85 0.05 30 24 

C14OH 388.3 85 0.05 30 24 

C16:1 398.3 85 0.05 32 25 

C16 400.3 85 0.05 32 25 

C16* 403.3 85 0.05 32 25 

C16:1OH 414.3 85 0.05 32 25 

C16OH 416.3 85 0.05 32 25 

C18:2 424.3 85 0.05 34 26 

C18:1 426.4 85 0.05 34 26 

C18 428.4 85 0.05 34 26 

C18* 431.4 85 0.05 34 26 

C18:1OH 442.4 85 0.05 34 26 

C18OH 444.4 85 0.05 34 26 

C3DC/C4OH; Malonylcarnitine/3-Hydroxy-butyrylcarnitine 
C4DC/C5OH; Methylmalonylcarnitine/3-Hydroxy-isovalerylcarnitine 
C5:1; Tiglylcarnitine  C6DC; Adipylcarnitine 
C5DC/C6OH; Glurarylcarnitine/3-Hydroxy-hexanoylcarnitine 
C8:1; Octenoylcarnitine  C10:1; Decenoylcarnitine 
C10:2; Decadienoylcarnitine  C12:1; Dodecenoylcarnitine 
C14:1; Tetradecanoylcarnitine  C14:2; Tetradecadienoylcarnitine 
C14OH; 3-Hydroxy-tetradecanoylcarnitine 
C16:1; Hexadecenoylcarnitine   
C16OH; 3-Hydroxy-hexadecanoylcarnitine 
C16:1OH; 3-Hydroxy-hexadecenoylcarnitine 
C18:1;Oleylcarnitine  C18:2; Linoleylcarnitine 
C18OH; 3-Hydroxy-octadecanoylcarnitine 
C18:1OH; 3-Hydroxy-octadecenoylcarnitine 
他の略記号については表 3 を参照 
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表3 主な測定物質の平均値、標準偏差（SD）、アッセイ間変動係数（CV）および平均回収率（n=15） 

 
物質名 理論値（μM） 平均測定値（μM） SD CV(%) 平均回収率(%) 

930 753.9 139.5 18.4 81.6 Alanine 

（Ala） 1,878 1,683 183.1 10.9 89.6 

100 95.0 11.2 11.7 95.0 Citrulline 
(Cit) 300 289.2 28.1 9.7 96.4 

920 1,015 179.8 17.7 110.4 Glycine 
(Gly) 2,700 2,974 397.2 13.4 110.2 

350 285.8 56.6 19.8 81.7 Leucine / Isoleucine 
(Leu / Ile) 1,100 706.3 148.5 21.0 64.2 

110 106.7 16.3 15.3 97.0 Methionine 
(Met) 344 385.0 54.3 14.1 111.9 

240 205.5 24.3 11.8 85.6 Phenylalanine 
(Phe) 674 619.0 81.9 13.2 91.8 

650 505.2 93.9 18.6 77.7 Proline 

（Pro） 1,690 1,548 228.1 14.7 91.6 

5.0 3.9 0.8 20.6 78.2 Succinylacetone 
(SA) 15.0 11.2 1.7 15.0. 74.3 

372 324.0 51.4 15.9 87.1 Tyrosine 
(Tyr) 1,156 1,048 148.1 14.1 90.6 

383 346.2 74.1 21.4 90.4 Valine 

（Val） 867 912.6 142.2 15.6 105.3 

120 104.6 15.2 14.5 87.1 Free Carnitine 
(C0) 260 278.8 40.2 14.4 107.2 

70 53.6 7.5 13.9 76.6 Acetylcarnitine 
(C2) 153 140.2 16.6 11.8 91.6 

10.9 9.5 1.5 16.3 86.8 Propyonylcarnitine 
(C3) 28.0 27.0 3.5 13.0 96.3 

2.7 1.97 0.30 15.1 73.0 Butylcarnitine 
(C4) 6.5 6.08 0.74 12.2 93.5 

1.3 0.87 0.21 24.5 67.2 Isovalerylcarnitine 
(C5) 3.3 2.50 0.36 14.5 75.7 

0.7 0.53 0.12 21.9 76.2 Glutaryl Carnitine 
(C5DC) 1.8 1.38 0.26 18.8 76.8 

0.6 0.67 0.17 25.9 111.6 Hexanoylcarnitine 
(C6) 1.8 1.97 0.47 23.9 109.4 

0.6 0.56 0.12 20.6 93.9 Octanoylcarnitine 
(C8) 1.8 1.57 0.22 13.8 87.1 

1.0 0.70 0.13 18.6 69.9 Decanoylcarnitine 
(C10) 2.8 2.18 0.43 19.9 77.8 

1.6 1.44 0.21 14.8 89.9 Lauroylcarnitine 
(C12) 5.2 4.87 0.82 16.9 93.7 

1.8 1.13 0.14 12.1 62.6 Myristotlcarnitine 
(C14) 4.8 3.73 0.40 10.7 77.8 

12.7 8.5 1.4 16.6 67.3 Palmitoylcarnitine 
(C16) 31.2 27.9 4.3 15.2 89.5 

2.3 1.84 0.27 14.5 79.8 Octadecanoylcarnitine 
(C18) 5.0 4.72 0.80 17.0 94.4 
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図2-A 主なアミノ酸の従来法とNeoBaseRによる測定値の相関 

アミノ酸の略記号については表3を参照 
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図2-B 主なアシルカルニチンの従来法とNeoBaseRによる測定値の相関 

アシルカルニチンの略記号については表2及び表3を参照 
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4 考 察 

従来、新生児マス・スクリーニングにおいて、タン

デムマスによりアミノ酸とアシルカルニチンを一斉

分析する場合、感度を上げるためにカルボキシル基

をブチル化して測定する方法が用いられてきた9-15)。

しかし、前処理の手順を簡略化するため、ブチル誘

導体化を必要としない分析法について様々な検討が

行われている16-18)。先に私たちは、Perkin Elmer社の非

誘導体化キットを用いて当所のシステムで新生児マ

ス・スクリーニング検査が可能か、現行のブチル誘

導体化法（以下；従来法）と比較すること等により

検討を行ったところ、良好な結果を得ていた6,19)。今

回はPerkin Elmer社が非誘導体化を前提としながら、

加えてサクシニルアセトン、プロリンを追加して測
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図3 NeoBase®
による新生児ろ紙血中サクシニルアセトン及びプロリンの測定値のヒストグラム
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定が可能なキットNeoBase®について同様の検討を行

った。 

4-1 前処理について 

 現在私たちが、調査研究「タンデム質量分析計によ

る新生児マススクリーニング」で用いている従来法

では、前処理の所要時間はおよそ2時間であり、加え

て複数のプレートを前処理する場合は、窒素気流器

やプレート加熱装置の処理能力に制限があるため、

さらに前処理に時間を費やす必要がある｡ 

一方、今回検討したNeoBase®による方法では、

hydrazineによるサクシニルアセトンの誘導体化反

応を含めた前処理の所要時間はおよそ3時間であっ

た。しかし、この反応は加温振盪と静置のみの簡

単な手順であり、そのため複数のプレートを処理

する場合でも同時に行うことが出来た。また、サ

クシニルアセトンを定量しない場合は、前処理は

45分の加温振盪のみでよく、その場合は作業の効

率化に結びつけることができると考えられた。 

4-2 変動係数の評価 

アッセイ間変動係数（表3）は全測定対象を通じて

10-25%程度であり、現行法がおおむね15%以下であ

る点と比べてやや大きかった。この原因として、誘

導体化を行わないことによるイオン化効率の低下と、

抽出溶媒の含水率が従来法と比較して高いことによ

り、ろ紙血検体からタンパクが溶出し、測定機器の

サンプリング部分が汚染することにより、イオン化

効率が下がることが考えられた。しかし、陽性の判

定には概ね問題のないレベルであり、スクリーニン

グ検査への応用というレベルでは問題ないと考えら

れた。 

4-3 測定値の評価 

一般検体を用いた従来法とNeoBase®の測定値の相

関はGlutarylcarnitin(C5DC)を除いて概ね良好であった。 

アミノ酸においては、citrulline(Cit)、arginine(Arg)、

ornitine(Orn)の二塩基アミノ酸でNeoBase®の測定値が

従来法より高い傾向が認められた。これは従来法で

はブチル誘導体化反応を行う際、アミノ基の存在に

より副反応生成物が生じ、そのため回収率が低くな

る傾向があるためと考えられる7)。そのためマススク

リーニング法をNeoBase®に移行する場合は、これら

の指標についてカットオフ値を再検討することが必

要である。 

アシルカルニチンにおいては、Acetylcarnitine(C2)、

Decanoylcarnitine(C10)等でNeoBase®の測定値が従来法

より高い傾向が認められた。原因としては、従来法

の場合中・長鎖域アシルカルニチンの安定同位体ラ

ベルスタンダードの種類が少ない（表1）ため、濃度

の算出に用いる内部標準分子自体が異なり、結果と

して分子間のイオン化効率に差が生じる程度が大き

いことが考えられた。しかし、相関は良好であるた

め、いずれの方法でも、アミノ酸同様適切なカット

オフ値の設定を行うことでスクリーニング検査への

応用には問題ないと考えられた。 

C5DCの測定値については、他の測定対象に比べて

相関が低かった（図2-B）。これは、C5DCがカルボ

キシル基を二つ有する構造を持つため、従来法では

モノブチル体の他、ジブチル体が副生成物として生

じ、その結果、測定値にバラツキを生じること、

NeoBase®ではC5DCの安定同位体ラベルスタンダー

ドを含んでいるが、従来法はC5DCの定量に、分子

構造の大きく異なるC8の安定同位体ラベルスタン

ダードを用いていること、加えて誘導体化を行わ

ないNeoBase®の場合、 3-Hydroxy-hexanoylcarnitine

（C6OH）がC5DCと分離されず、C5DCの測定値を

かさ上げしていることなどが要因となっていると

考えられる。いずれの方法でも、高値に調製した

精度管理検体では、十分に異常高値な測定値を示

したが、C5DCのより精度の高い測定方法の開発は、

今後の課題の一つとなる。 

4-4 新しい測定項目について 

NeoBase®を用いることで測定が可能となるサクシ

ニルアセトン及びとプロリンの平均値±標準偏差は、

それぞれ0.28±0.12μM、220±61μMであり、回収率

も75-90%で安定していた。また、変動係数も15-20%

程度であり、他の測定対象物質と比較した場合でも、

感度、安定性ともに良好な結果であった。これらの

測定対象を追加することで、チロシン血症Ⅰ型5,7)及び

プロリン血症のスクリーニングも可能であると考え

られるが、両疾患とも国内ではきわめて稀な疾患で

あり 20)、仮に検査方法を移行するとした場合、
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NeoBase®を用いるためにかかる追加コストと疾患頻

度、QOLの評価など多くの側面から慎重な検討が必

要であると考えられた21)。なお、新生児の血中サクシ

ニルアセトンの濃度については今回の私たちの結果

と大きく異なる平均値を報告しているものもあり22)、

今後、十分な基礎データを蓄積していく必要性があ

る。 

4-5 まとめ 

タンデムマスを用いたアミノ酸・アシルカルニチン一斉

分析法による新生児マススクリーニングにおいて、

PerkinElmer社のキットNeoBase®を用いることで、簡便な前

処理で検査が感度よく可能であり、かつ新たにサクシニル

アセトン、プロリンの二種の指標物質を追加することが可

能であった。これらの新たな指標物質を検査項目に追加

することで発見可能と考えられる疾患については、そのス

クリーニング効果について検討を継続する必要があるが、

少なくとも十分簡便な方法で検査が可能であることは示さ

れており、今後の新生児マススクリーニングの発展の一つ

の可能性を示唆するものだった。また総じて同キットは大

量検体処理に優れており、カットオフ値の検討等を踏まえ

ることで、当所のシステムにおいても、新生児マススクリー

ニングの検査法として十分に使用可能なものである。 
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