
アミノ酸の代謝において，フマリルアセト酢酸加水分解酵

素の活性を測定する場合，中間代謝産物であるフマリルアセ

ト酢酸やサクシニルアセトン （SuAC） が指標となりえます 

（Fig. 1） 。 

ここでは， Meyer Children’s Hospital, Mass Spectrometry, 

Cl inical  Chemistry and Pharmacology Lab.  （Florence, 

Italy） で使用されているプロトコールを使用し，高速液体ク

ロマトグラフ - トリプル四重極型質量分析計 LCMS-8040 で

サクシニルアセトンの測定を行った例をご紹介します。

T. Tanigawa

血液をしみこませたろ紙：DBS （Dried Blood Spot） をサ

ンプルとして使用しました。DBS から 3.2 mm 径のディスク

を切り出した後，Fig. 2 に記載したプロトコールにしたがっ

てサンプル抽出を行いました。血漿や尿サンプルからも抽出

することが可能であり，参考までにその前処理方法について

も示しました。

Table 1 に LC および MS 条件を示しました。サクシニル

ア セ ト ン を 対 象 化 合 物 と し， 内 部 標 準 試 料 と し て 13C4- サ

ク シ ニ ル ア セ ト ン を 使 用 し て，MRM （Multiple Reaction 

Monitoring） 測定を行いました。

■ DBS からのサンプル抽出と MS 測定
Sample extraction from DBS and MS Analysis

Fig. 1　代謝経路
Metabolic Pathway
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Table 1　分析条件
Analytical Conditions

Column : Synergi POLAR-RP 
  (150 mm L. × 2.0 mmI.D., 4 µm) 
Mobile Phase A : 0.1 % HCOOH-H2O 
Mobile Phase B : CH3OH
Ratio : 80 %B
Flow Rate : 0.2 mL/min
Column Temperature : 30 ºC
Injection Volume : 5 µL
Analysis Time : 4 min

Ionization Mode : ESI (+)
Probe Voltage : +4.5 kV 
Nebulizing Gas Flow : 2.5 L/min
Drying Gas Flow : 15.0 L/min
DL Temperature : 250 ºC
Block Heater Temperature : 400 ºC
MRM : Succinylacetone (154.8 > 136.9)
  13C4-Succinylacetone (158.9 > 141)

Fig. 2　前処理プロトコール
Preparation Protocol

DBS 

37 ˚C, shake for 25 min

100 µL 3 mM Hydrazine  solution 

Transfer solution to the new vial

200 µL MeOH 

Evaporation under N2 gas �ow 45 ˚C

260 µL sample solution 
(0.05 % HCOOH, H2O/ MeCN (30/70) )

LCMS analysis

3.4 µL 10 µM 13C4-SuAC (IS) 

Plasma, Urine (5 µL)  

37 ˚C, shake for 25 min

100 µL 3 mM Hydrazine  solution 

Transfer solution to the new vial

200 µL MeOH 

Evaporation under N2 gas �ow 45 ˚C

260 µL sample solution 
(0.05 % HCOOH, H2O/ MeCN (30/70) )

LCMS analysis

5 µL 10 µM 13C4-SuAC (IS) 

Centrifuge at 12,000 rpm, 5 min
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Fig. 3 に測定結果を示しました。 Sample はフマリルアセ

ト酢酸加水分解酵素活性を有しないサンプル，Control はそ

の酵素活性を有するサンプルです。Positive Control はあら

かじめサクシニルアセトンを添加した血液をスポットした

DBS を使用しました。Sample においてサクシニルアセトン

のピークが特異的に検出されました。この分析系により酵素

活性の確認を行う事が可能となります。

■測定結果
Analysis Results
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Fig. 3　各対象化合物の抽出イオンクロマトグラム
Extract Ion Chromatograms of Each Target Compounds
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注： 本システムの使用は研究用途に限ります。臨床診断目的での使用はできません。
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