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分担研究：効果的なマススクリ－ニング事業の実施に関する研究

血液ろ紙を用いたGC/MSによるβ酸化異常症スクリーニング法の開発

研究要旨

脂肪酸β酸化異常症のスクリーニング法として，血液ろ紙を用いたGC/MSによる血中脂肪酸

分析法を開発した。ろ紙血３mmパンチ５個をメチル化して，ヘキサンで抽出し，GC/MS

（電子衝撃法／SIM法）で分析する。前処理の簡略化された方法である。内部標準nonanoic 

acid，tridecanoic acidをサンプルに加えメタノールと塩化アセチルでメチル化し，octanoic 

acid (C8)，decanoic acid (C10)，4-decenoic (C10:1)， 5-tetradecenoic acid (C14:1)を測

定した。対象としてMCAD 欠損症３例，VLCAD欠損症１例，グルタル酸尿症２（GA2）１

例，ケトーシス５例，正常対照５例を分析した。正常対照例でもC8, C10は測定可能であった。

MCAD 欠損症でC8，C10の増加とC10:1が検出され，GA2ではC10:1とC14:1，VLCAD欠損

症ではC14:1が検出された。本法によって血液ろ紙検体を用いたβ酸化異常症のスクリーニン

グの可能性が示された。　
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研究目的

　脂肪酸β酸化異常症は安定期には無症状で，感染・

下痢あるいは長時間の飢餓時などに急性の代謝不全

症状を呈する。早期診断されると発作予防が可能で

あるため，スクリーニングの意義が大きい疾患であ

る。

　脂肪酸β酸化異常症のスクリーニング法として，

従来から尿有機酸分析やアシルグリシン分析があり，

最近はタンデムマススペクトロメトリー分析が広く

行われるようになってきた。血中脂肪酸分析も従来

から行われ，通常のガスクロマトグラフィー／質量

分析計（GC/MS）でも測定できるにもかかわらず，

一般に普及していない。脂肪酸β酸化異常症の診断

には複数のスクリーニング結果を総合に判断して，

酵素活性測定などの特異的検査で確定診断に至るこ

とが多い。われわれは血液ろ紙を用いて簡便で測定

感度の高いGC/MSによる血中脂肪酸分析法を開発

したので報告する。

研究方法

　乾燥ろ紙血（ガスリーろ紙）を直径３mmのパン

チ小片５個を1.5 mlのマイクロチューブにとり，内

部標準としてnonanoic acid，tridecanoic acidをそ

れぞれ１nmol添加し，メタノール500μlを加えた。

氷上で塩化アセチル10μlを加えて室温で40分間撹

拌しメチル化した。ついで６%炭酸カリウム300μl

を加えた。ヘキサンを150μl加え溶媒抽出したのち

ヘキサンの層をGC/MS分析した。上記の前処理は

マイクロチューブ一本で行った。GC/MS分析は島

津QP5000で，DB-5キャピラリーカラムを用いて，

イオン化は電子衝撃法（EI法）で行った。気化室

275℃，インターフェイス300℃とし，カラム温度

を45－225℃まで昇温して分析した。イオンの測定

はSelective ion monitoring (SIM) モードで，

octanoic (C8), decanoic (C10), 4-decenoic 

(C10:1), 5-tetradecenoic acid (C14:1)を測定した。

　また本測定系の基礎データとして，１）上記４種

類の脂肪酸を含む標準液を用いて，0.01から0.5 

nmol/mlまでの直線性，および１nmol/ml溶液を

用いて分析値の再現性（５回測定），２）同一の血

液ろ紙の３mm小片を１, ２, ５, 10枚にかえた時の

標準曲線の直線性，および同一の血液ろ紙３mm小

片５枚での分析値の再現性（５回測定）をそれぞれ

の脂肪酸について検討した。

　分析した検体は，中鎖アシル-CoA脱水素酵素

（MCAD）欠損症３例および極長鎖アシル-CoA 脱

水素酵素（VLCAD）欠損症３例，グルタル酸尿症

２型１例，ケトーシス５例，正常対照５例である。

研究結果

　１）４種類の脂肪酸を含む標準液の濃度を0.01か

ら0.5 nmol/mlまで変えた時，相関係数ｒ2は

0.992～1.0と良好な相関を示した。１nmol/mlの

標準液５回の測定では再現性（Coefficient of 

variation: CV）は1.5～6.9%と良好であった。

　２）ガスリーろ紙血３mmパンチを１～10個を用

いた時の直線性（相関係数）は，ｒ2が0.961～

0.999であった。ガスリーろ紙血３mmパンチ５個

を５回別々に分析した時の再現性は1.5～14.9%で
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あった。健常児でもC8，C10は測定可能であった。

MCAD 欠損症３例全例においてC8，C10の増加が

認められ，さらにC10:1が検出された。GA2では

C8，C10の増加がみられ，さらにC10:1とC14:1が

検出された。VLCAD欠損症ではC14:1が検出され

た（表１）。

考察

　　脂肪酸β酸化には複数の反応が関与するため，

その代謝異常症を正確に特定することはしばしば困

難を伴う。そのため，血清カルニチン分析，尿中有

機酸分析，アシルグリシン分析，アシルカルニチン

分析，そして今回報告した血中脂肪酸分析などのス

クリーニング法を組み合わせて酵素活性など特異的

診断に結びつける必要がある。

　脂肪酸β酸化異常症のなかで，MCAD 欠損症で

は血中遊離脂肪酸は4-decenoic acid (C10:1) がみ

られ，VLCAD欠損症では5-tetradecenoic acid 

(C14:1)が特徴的に増加することは知られていた
１，

２，３）
。またGA2ではこの両者が増加するといわれ

る。今回開発した方法でも従来と同様の結果を得る

ことができた。本法はOnkenhoutらの方法２）を

基礎にして改良を加えた方法である。すなわち，

GC/MS分析でのイオン測定にSIM法を用いたこと，

前処理をマイクロチューブ１本で行うことの２点で

工夫した。これにより微量の検体で感度良く測定す

ることが可能になり，手技も簡便になった。現在主

流となっているタンデムマス法は感度の面でまだ検

討の余地があるが，今回の方法とタンデムマス法を

組み合わせで診断すれば相補的な役割を果たすこと

が期待できる。本症スクリーニングに応用すること

により，β酸化異常症の化学診断の精度を高めるこ

とができる。
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表１．血中遊離脂肪酸分析結果

疾患名 C8� C10� C10:1� C14:1

VLCAD欠損症 （N=３） 1.8� 2.1� nd� 10.4� *

　　 4.1� 3.1� 7.9� 19.8� *

3.4� 7.4� nd� 74.1�

MCAD欠損症 （N=３） 7.6� 5.0� 1.0� nd�

　　 19.7� 11.2� 6.8� nd� *�

25.2� 12.9� 13.9� nd� *�

グルタル酸尿症２型 （N=１） 18.5� 30.8� 1.4� 24.7�

MCTミルク （N=１） 119.7� 9.7� nd� nd� *�

ケトーシス （N=５） 3.6-9.6� 3.5-17.2� nd� nd�

正常対照 （N=５） 2.3-5.5� 2.1- 4.9� nd� nd�

umol/L whole blood ( * : umol/L serum)� nd: not detect�

C8=octanoic acid; C10=decanoic acid; C10:1=4-decenoic acid; C14:1=5-tetradecenoic acid; 

VLCAD=very long chain acyl-CoA dehydrogenase; 

MCAD=medium chain acyl- CoA dehydrogenase; MCT=midium chain triglyceride
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