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安定同位体希釈法を利用したタンデムマスによる新生児 

スクリーニングにおける溶媒中の水分含量と塩酸添加の影響 

 

阿部敦子 太田紀之 福士 勝 藤田晃三 

 

 

要  旨  

タンデムマスにより新生児スクリーニングを行う際、アミノ酸、アシルカルニチンなどの指標物

質は、乾燥ろ紙血液から安定同位体を内部標準物質として含むメタノール溶液で抽出することとな

るが、このメタノール溶液について、水分含量、塩酸添加の有無の異なる３種類の抽出溶媒を用い

た場合の正常検体の各指標物質の血中濃度の分布を検討したところ、オルニチンとアルギニノコハ

ク酸などのアミノ酸では分布が異なっていたが、他のアミノ酸、アシルカルニチンについては、検

討した範囲内では分布にそれほど差は無かった。 

 

1. 緒  言 

安定同位体希釈法を用いたタンデムマスによる

新生児スクリーニングは、１９９０年代半ばから、

メープルシロップ尿症１）、ホモシスチン尿症２）、Ｍ

ＣＡＤ欠損症３）などの疾患で成果が報告されている。

２００５年４月から札幌市でも本法を用いたパイロ

ットスタディを行っているが、それに先立ち行った

添加回収試験の結果では、メチオニン、バリン、ア

ルギニンなどのアミノ酸の回収率が５０％程度と低

く４）、メタノール溶液はアミノ酸の抽出効率が悪い

と考えられた。そこで、抽出溶媒Ａ(0.06%含水、塩

酸酸性)、抽出溶媒Ｂ(0.2%含水)、 抽出溶媒Ｃ(1%含

水)の３種類の抽出溶媒を用いてそれぞれ１０００検

体程度の正常検体を分析し、血中濃度値の分布を比

較したのでその概要を報告する。 

 

2. 方  法 

  2-1 試    薬 

安定同位体標準物質：SetA（グリシン、アラニン、

バリン、ロイシン、メチオニン、フェニルアラニン、

チロシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、オルニ

チン、シトルリン、アルギニンの安定同位体混合

物）及びsetB（フリーカルニチン（C0d9）、アセチ

ルカルニチン（C2d3）、プロピオニルカルニチン

（C3d3）、ブチリルカルニチン（C4d3）、イソ吉草

酸カルニチン（C5d9）、オクタノイルカルニチン

（C8d3）、ミリストイルカルニチン（C14d9）、パル

ミトイルカルニチン（C16d3）の安定同位体混合物）

（Cambridge Isotope Lab.Inc.） 

アミノ酸安定同位体標準液原液１：SetAに、0.1N

塩酸溶液0.3 mlを加え溶かした後、10mlのメスフラ

スコに移し、メタノールで定容した。 

アミノ酸安定同位体標準液原液２：SetAに、水１

mlを加え溶かした後、10mlのメスフラスコに移し、

メタノールで定容した。 

アシルカルニチン定同位体標準液原液：SetBにメ

タノールを加え溶かした後、10mlに定容した。 

抽出溶媒Ａ：アミノ酸安定同位体標準液原液１、

アシルカルニチン定同位体標準液原液それぞれ２ml

を100 mlのメスフラスコで混合し、メタノールで定

容した。 

抽出溶媒Ｂ：アミノ酸安定同位体標準液原液２、

アシルカルニチン定同位体標準液原液それぞれ２ml

を100 mlのメスフラスコで混合し、メタノールで定
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容した。 

抽出溶媒Ｃ：アミノ酸安定同位体標準液原液２、

アシルカルニチン定同位体標準液原液それぞれ２ml

と水0.8 mlを100 mlのメスフラスコで混合し、メタ

ノールで定容した。 

ブチル化用10%塩酸ブタノール試薬はガスクロマト

グラフィー誘導体化用（東京化成）、アセトニトリ

ル及びメタノールは液クロ用（和光純薬、関東化

学）を用いた。 

タンデムマス用移動相溶媒 

アセトニトリル：水＝8：2 

2-2 検体 

抽出溶媒Ａ：2004年12月受付の994正常検体、抽出

溶媒Ｂ：2005年4月～８月受付の5033正常検体、抽出

溶媒Ｃ：2005年２月受付の1040正常検体は、いずれ

も検体の目的外使用の承諾のあるものを使用した。 

2-3 装置 

測定機器はQuatromicro API(Waters)、送液装置と

して2795(Waters)を用いた。  

振とう抽出用シェーカー：SANKO MX-4 

ブチル化用ヒーター：トーホーエコサームIC22 

2-4 前処理 

直径３mmのろ紙ディスク１枚を平底のマイクロプ

レートに取り、抽出溶媒200μLを加え、シールをし

て20分間緩やかに攪拌した。抽出液すべてを別の丸

底マイクロプレートに移し、窒素気流下40℃で乾固

させた。10%塩酸ブタノール試薬50μLを加え、ガラ

ス板で蓋をし、60℃で15分間加熱しブチル化した後、

窒素気流下40℃で乾固させた。残渣に移動相溶媒180

μLを加えブチルエステルを溶かし、うち10μLをタ

ンデムマスに注入した。 

2-5 定量 

測定条件は前報４）に同じ。 

各指標物質の血中濃度は、安定同位体同位物質と

のピーク高比からろ紙ディスク１枚が血液３μLに相

当するとして計算した。安定同位体同位物質が無い

アシルカルニチンのうち、ヘキサノイルカルニチン

(C6)と3-ハイドロキシイソ吉草酸カルニチン(C5OH)

はC5d9を、デセノイルカルニチン(C10:1)、デカノイ

ルカルニチン(C10)及びグルタリルカルニチン(C5DC)

はC8d3を、ドデカノイルカルニチン(C12)と3-ハイド

ロキシミリストイルカルニチン（C14OH）はC14d9を、

C16:1,C16OH,C18,C18:1OHはC16d3をそれぞれ用いて

血中濃度計算を行った。また、アルギニノコハク酸

(ＡＳＡ)については、カットオフ値の設定などは、

濃度ではなくピーク高で行っているため、ピーク高

の分布を比較した。 

 

３. 結果及び考察 

抽出溶媒Ａ～Ｃを用いて得られた各物質の血中濃

度値から度数分布表を作成し、最も度数の大きい級

の高さをあわせ、折れ線グラフとして表した図をFig

１～Fig３２に示した。 

オルニチンでは、抽出液の水分含量が増すにつれ、

分布が僅かに高濃度側にシフトしており、水分含量

の増加により、多少抽出効率が向上したと考えられ

る。また、メチオニン、シトルリン、及びＡＳＡに

おいては、抽出溶媒Ｂより水分含量が多い抽出溶媒

Ｃの方が分布が高濃度側にシフトしているが、抽出

溶液に塩酸を含むＡは、Ｂと同等かより高濃度側に

シフトした分布となっており、これは、塩酸の添加

により抽出効率が改善されたためと考えられる。逆

にロイシン、グルタミン酸では、水、塩酸の添加に

より低濃度側にシフトする傾向があった。ＡＳＡで

は分布の差が顕著であったが、この物質を指標とす

るＡＳＡリアーゼ欠損症患者のピーク高は正常値の

数十から数百倍程度の高値となるため、抽出液の水

分含量の多少のずれがスクリーニング結果に影響を

与えることはないと考えられる。 

その他のアミノ酸、アシルカルニチンについては、

水分含量、塩酸の添加の影響は顕著には現れなかっ

た。 

 

  ４. 結  語  

正常検体の分布を比較することにより、アミノ酸

等の乾燥ろ紙ディスクからの回収率をある程度予想
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することができた。アミノ酸の中には溶媒の差によ

り分布が異なるものもあったが、スクリーニングに

は支障ないと考えられた。 
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The Effect of Water Content and Hydrochloric Acid in Extract Solution for 
Newborn Screening using Tandem Mass Spectrometry 

 
Atsuko Abe, Noriyuki Oota, Masaru Fukushi and Kozo Fujita 

 
     The effect of water content and addition of hydrochloric acid was examined by compareing the 
frequency distribution of concentration values of compounds in normal samples using three kinds of 
methanol solution with stable isotope internal standards. Solution A contains 0.06 micro molar HCl and 
0.06v/v % H2O, solution B contains 0.2 v/v% H2O, and solution C contains 1v/v% H2O. 
   Generally, higher water content of the extraction solution is found to make the exctraction efficiency 
of amino acids from dried blood spots better. In Ornithne, higher water content (solution B or C) shifted 
the distribution to higher concentration. In methionine, citrulline, and argininosuccinate(ASA), efficiency 
using solution A is same or higher than solution B, which is supposed to be the effect of HCl. Although 
the small difference of efficiency in ASA, of the extract solution gives prominent difference in 
distribution, misjudgement will not occur because ASA-lyase deficiency patients have 100 times higher 
value than normal newborns.In other amino acids or acylcarnitines, difference of solution did not affect 
much in the extraction efficiency. 
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Fig 1. distribution of Glycine conc
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Fig 2. distribution of Alanine conc
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Fig 3. distribution of Valine conc
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Fig 4. distribution of Leucine conc
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Fig 5. distribution of Phenylalanine conc
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Fig 6. distribution of Glutamate conc
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Fig 7. distribution of Aspartate conc
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Fig 8. distribution of Methionine conc
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Fig 9. distribution of Arginie conc
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Fig 10. distribution of Citruline conc
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Fig 11. distribution of Ornithine conc
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Fig 12. distribution of ASA hight
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Fig 13. Distribution of C0 conc
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Fig 14. Distribution of C2 conc

5
6
0
0

8
2
0
0

1
0
8
0
0

1
3
4
0
0

1
6
0
0
0

1
8
6
0
0

2
1
2
0
0

2
3
8
0
0

2
6
4
0
0

2
9
0
0
0

3
1
6
0
0

3
4
2
0
0

3
6
8
0
0

次
の

級

0.06%H2O+HCl (n=994, max127)

0.2%H2O (n=5033,max=543)

1%H2O (n=1040,max=120)

 

Fig 15. Distribution of C3 conc
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Fig 16. Distribution of C4 conc
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Fig 17. distribution of C5 conc
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Fig 18. Distribution of C6 conc
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Fig 19. Distribution of C5OH conc
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Fig 20. Distribution of C8 conc
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Fig 21. Distribution of C5DC conc
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Fig 22. Distribution of C10:1OH conc
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Fig 23. Distribution of C10 conc
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Fig 24. Distribution of C12 conc
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Fig 25. Distribution of C14:1 conc
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Fig 26. Distribution of C14 conc
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Fig 27. Distribution of C14OH conc
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Fig 28. Distribution of C16:1 conc
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Fig 29. Distribution of C16 conc
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Fig 30. Distribution of C16OH conc
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Fig 31. Distribution of C18 conc
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Fig 32. Distribution of C18:1OH conc
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