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略 語 

本論文中に用いた略語は下記の通りである． 

 

24S-HC 24S-Hydroxycholesterol 

APCI Atmospheric pressure chemical ionization 

CE Collision energy 

CH24H Cholesterol 24-hydroxylase 

CV Coefficient of variation 

CXP Collision cell exit potential 

CYP46A1 Cytochrome P450 family 46A1 

DAO D-Amino acid oxidase 

DP Declustering potential 

EMA European Medicines Agency 

EP Entrance potential 

FDA U.S. Food and Drug Administration 

GC/MS Gas chromatography/mass spectrometry 

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2 

HPLC High performance liquid chromatography 

HQC High quality control sample 

IS Internal standard 

LC/MS/MS High performance liquid chromatography/tandem mass spectrometry  

LLOQ Lower limit of quantification 

LLQC Lower limit quality control sample 

LQC Low quality control sample 

MF Matrix factor 

MQC Middle quality control sample 

MRM Multiple reaction monitoring 

MS/MS Tandem mass spectrometer 

NMDA N-Methyl-D-aspartate 

PBS Phosphate-buffered saline 

PhRMA Pharmaceutical Research and Manufacturers of America 

QC Quality control 

SD Standard deviation 

RE Relative error 

ULOQ Upper limit of quantification 
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緒 論 

 

 近年の生命科学関連分野の飛躍的な発展にも拘らず，医薬品開発の成功率の低下が指摘されて

いる．医薬品に求められる安全性および有効性の基準が高まり，さらに，既存薬や競合品との明

確な差別化が要求される中，承認医薬品目あたりの研究開発費は，過去 30 年間で 20 倍以上に

増加した  [1, 2]．2013 年に実施された米国研究製薬工業協会  (Pharmaceutical Research and 

Manufacturers of America; PhRMA) の調査では，創薬研究開発投資に占める臨床開発 (第 I 相から

第 III 相試験) の割合は 57.0% であり，特に第 III 相試験は 35.8% を占める (Table 1) [3]．すな

わち，医薬品開発効率の向上には，臨床開発段階での成功率を上げることが重要である．また，

医薬品臨床開発の中止原因の約 56% は有効性の欠如，約 28% は安全性に問題があることから 

[4]，これらの原因を創薬の探索研究段階で判定できれば，効率的な医薬品開発が可能になる． 

 医薬品開発の成功率向上への対応策にバイオマーカーの活用が注目されている．2006 年に米

国食品医薬品局 (U.S. Food and Drug Administration; FDA) から発出された対応策のうち，バイオ

マーカーが関与するテーマが半数程度を占めた [5]．バイオマーカーとは，正常な生物学的過程，

病理学的過程，または治療的処置に対する薬理学的反応の指標として，客観的に測定，評価され

る特性値であると Biomarkers Definitions Working Group (National Institutes of Health Director’s 

Initiative on Biomarkers and Surrogate Endpoints) で定義された [6]．広義では医療現場で用いられる

バイタルサイン，生化学および血液検査値などの各種臨床検査値も含まれる [6]． 

 

 

Table 1  The cost of research and development by function in PhRMA member companies in 2011 

Function Cost (million dollar) Share (%) 

Preclinical 10,466.3 21.5 

Phase I 4,211.0 8.7 

Phase II 6,096.4 12.5 

Phase III 17,392.9 35.8 

Approval 4,033.4 8.3 

Phase IV 4,760.9 9.8 

Uncategorized 1,684.0 3.5 

Total 48,645.0 100.0 

Note: All figures include company-financed R&D only. Total values may be affected by rounding. Source: 

Pharmaceutical Research and Manufacturers of America, PhRMA Annual Membership Survey, 2013. [3] 
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  バイオマーカーは医薬品の研究開発への貢献も期待されている．創薬の探索研究段階では，標

的疾患を分子病理学的に評価する mechanistic marker，薬剤作用機序を評価する pharmacodynamic 

marker が用いられ，医薬候補品が絞られた段階では safety および toxicity marker が利用される．

また，医薬候補品の標的分子が明確な場合，標的分子自身が臨床試験における患者層別化を可能

にする stratification marker として利用できる可能性がある．臨床試験段階では，疾病診断に用い

る diagnostic marker，薬剤治療効果を予測する predictive marker，臨床試験のエンドポイントを評

価する surrogate marker などが利用される [7]． 

 近年，バイオマーカーを利用した臨床試験数は増加しており，疾病の診断および医薬品開発効

率の改善に貢献している (Table 2)．特に癌領域では分子標的薬の増加に伴い，バイオマーカーを

利用した事例が多く報告されている [8]．一例として Human epidermal growth factor receptor 2 

(HER2) 分子標的治療薬が挙げられる．HER2 は乳癌症例の約 15–25% を占める HER2 陽性乳癌

に関与しているタンパクであり，HER2 陽性の乳癌患者を対象に分子標的薬である Trastuzumab 

を投与することで，予後不良と考えられていた HER2 陽性乳癌患者の予後を劇的に改善させた 

[9]．他疾患領域でもバイオマーカーの活用により，薬効の期待できる患者層を特定し，有効性お

よび安全性を早期に確認し臨床試験を加速させることが期待される．今後創薬の探索研究段階お

よび臨床開発初期段階からバイオマーカーを利用した創薬研究 (translational research) の重要性は

より高くなると共に，臨床開発後期における用量設定根拠や有効性および安全性評価のために，

精度の高いバイオマーカーの定量性が求められる． 

 

 

 Table 2  Examples of currently used biomarkers 

Biomarker Disease Application Reference 

α-Fetoprotein Liver cancer Diagnosis [10] 

Brain natriuretic peptide Acute heart failure Diagnosis [11] 

C-C chemokine receptor type 5 
Human immunodeficiency 

virus type 1 Patient selection [12] 

C-reactive protein Inflammation  Detection [13] 

Creatine phosphokinase Muscular injury Detection [14] 

Epidermal growth factor receptor Lung cancer Patient selection [15] 

Glycosylated hemoglobin A1c Diabetes mellitus 
Monitor glycemic 

control [16] 
Human epidermal growth factor 

receptor 2 Breast cancer Patient selection [9] 

Programmed death–ligand 1 Melanoma, lung and renal 
cancer Prediction [17] 

Prostate-specific antigen Prostate cancer Diagnosis [18] 

Troponin T and I Myocardial infarction Diagnosis [19] 
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 医薬品の研究開発における生体試料中低分子薬物濃度測定には，測定対象物質を高感度かつ高

選択的に測定可能な高速液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析 (high performance liquid 

chromatography/tandem mass spectrometry; LC/MS/MS) 法が汎用されている．特に，医薬品候補化合

物やその代謝物の有効性および安全性を評価する上で，ヒトに投与された薬物の臨床動態試験や

トキシコキネティクス試験等の非臨床薬物動態試験における生体試料中薬物濃度分析は，分析法

の妥当性および信頼性が担保されていることが必要である．近年，生体試料中における薬物濃度

分析に関して，FDA，欧州医薬品庁 (European Medicines Agency; EMA) および厚生労働省医薬食

品局より，分析法の堅牢性を保証するためのバリデーションおよび実試料分析に関する指針が発

出された [20-22]．さらに，2013 年に FDA から発出された医薬品開発における生体試料中薬物

濃度分析法のバリデーションに関するドラフトガイダンスでは，バイオマーカー測定値が安全

性・薬効評価および投与量決定に関与する場合に，低分子薬物濃度測定と同様のバリデーション

試験が求められている [23]．しかし，バイオマーカーなどの生体内因性物質は，生体内試料中に

構造類似物質，構造異性体および光学異性体などが存在しているため，特に他の内因性物質との

分離を正確に行い，分析法の特異性を担保する必要がある [24, 25]． 

 血液および組織中内因性代謝物である糖，アミノ酸，脂質，cholesterol 代謝物，有機酸および 

nucleotide などの低分子化合物には，病態により変動するものが報告されており，医薬品開発効率

向上への貢献が期待される [26]．その中でも，cholesterol 代謝物およびアミノ酸は中枢神経疾患

またはアミノ酸代謝異常疾患に関連する低分子バイオマーカーである [27-32]． 

 Cholesterol 水酸化代謝物である 24S-hydroxycholesterol (24S-HC) は，脳内神経細胞内に特異的

に存在する cholesterol 24-hydroxylase によって産生される cholesterol の主代謝物である [33]．主

観的認知機能障害，軽度認知障害およびアルツハイマー病と認知症疾患の進行に伴い，24S-HC の

血漿中総濃度は 58.4±9.8 ng/mL，51.0±7.8 ng/mL および 47.5±11.0 ng/mL に低下することが報告

され [34, 35]，中枢神経疾患の有用なバイオマーカーであると考えられている [27-29]．また，生

体中に極微量に存在する D-アミノ酸である D-serine は，N-methyl-D-aspartate (NMDA) 型グルタ

ミン酸受容体のコアゴニストであり，グルタミン酸神経伝達に重要である [36, 37]．NMDA 受容

体機能障害である統合失調症患者における D-serine の血漿中濃度 (0.449±0.360 μg/mL) は，健康

成人 (0.723±0.474 μg/mL) と比較して約 38% 減少し，また，D-serine の血漿中濃度と統合失調症

の陰性症状に負の相関関係が認められた [38]．さらに，D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応を触媒

する D-amino acid oxidase (DAO) 活性が減弱した肝硬変患者において， D-leucine の血漿中濃度は

健康成人の 3 倍以上に上昇し，アミノ酸代謝異常疾患のバイオマーカーとして有用であると報告

された [32]．しかし，生体試料中に同一の分子量を有する構造類似物質，構造異性体および光学

異性体を有する cholesterol 代謝物やアミノ酸分析の場合，煩雑な誘導体化反応が求められる場合

が多く，誘導体化試薬の純度および反応効率による定量性の低下が懸念される [39]． 

 そこで，本研究では，生体試料中薬物濃度分析と同様の精度が求められるバイオマーカー測定

において，煩雑な誘導体化を必要としない LC/MS/MS を用いた分離分析法の開発を目的とした． 
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 第 1 章では，ヒト血漿中に遊離型および脂肪酸や硫酸エステル体で存在している 24S-HC の

総濃度を測定可能な LC/MS/MS を用いた高感度かつ高選択的な新規測定法を開発した．第 2 章

では，D-serine およびその光学異性体である L-serine の誘導体化を必要としない堅牢性の高いヒ

ト血漿中濃度測定法を開発した．第 3 章では，誘導体化を必要としない，より堅牢性の高いヒト

血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法を開発し，さらに動物血漿中 D- および L-leucine 濃度測

定に応用した． 
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第 1 章 LC/MS/MS を用いた 24S-hydroxycholesterol のヒト血漿中濃度測定法の開発 

 

1.1  序論 

 

  24S-hydroxycholesterol (24S-HC) は cholesterol の水酸化代謝物 (oxysterols) であり，脳内神経細

胞内に特異的に存在する cholesterol 24-hydroxylase (CH24H または cytochrome P450 family 46A1; 

CYP46A1) により産生される [33]．24S-HC はほぼ脳内でのみ産生され，血液脳関門を通過し循

環血中へ到達するため，脳内 cholesterol の主要な消失経路であると共に，血漿中 24S-HC 濃度は

脳内 cholesterol 恒常性のマーカーとして考えられている [40-42]．さらに，アルツハイマー病お

よび多発性硬化症患者における 24S-HC の血漿中総濃度は健康成人と比較した場合，それぞれ約 

18% および 28% 減少したため ，中枢神経疾患のバイオマーカーであると考えられている 

[27-29, 34, 35, 43, 44]．しかし，血漿中の 24S-HC 濃度は，類縁化合物である cholesterol と比較し

て微量であり，血漿中 24S-HC の正確な定量には分析の前処理段階での cholesterol 除去が必要で

ある [45]．また，24S-HC はヒト血漿中で遊離型とエステル型で存在しており，約 70% が脂肪

酸エステル，約 10% がスルホン酸エステルであるため [33, 46]，ヒト血漿中 24S-HC の総濃度

測定にはアルカリ加水分解 (鹸化) 条件の最適化が必要である． 

 ヒト血漿中には  24S-HC の構造異性体として水酸化位置の異なる  4α-hydroxycholesterol 

(4α-HC)，4β-hydroxycholesterol (4β-HC)，7α-hydroxycholesterol (7α-HC)，7β-hydroxycholesterol (7β-HC)，

22R-hydroxycholesterol (22R-HC) ， 25-hydroxycholesterol (25-HC) および  27-hydroxycholesterol 

(27-HC) が存在する (Figure 1)．これらは 24S-HC と同一の分子量を有するため，24S-HC 濃度の

正確な定量には，クロマトグラム上において分離が必要である． 

 これまで報告されているヒト血漿中 24S-HC 濃度測定法の多くは，極性基が少なくイオン化効

率の低い oxysterols をイオン化するため，誘導体化反応が必要であった [46-48]．LC/MS/MS を

用いた低分子バイオマーカー測定において誘導体化法を用いる場合，複数の測定対象物を同時に

測定可能な点，他の内因性成分との分離改善および検出感度の向上などの利点があるが，誘導体

化試薬の純度および反応効率に起因した定量値への影響が問題となる場合がある [39]．DeBarber 

らは大気圧化学イオン化法による液体クロマトグラフィータンデム質量分析法  (HPLC/ 

atmospheric pressure chemical ionization (APCI)-MS/MS; LC/APCI-MS/MS) を用いてヒト血漿中 

oxysterols の濃度を誘導体化することなく定量した [49]．しかし，22R-HC および 27-HC との分

離は評価されておらず，また，24S-HC の定量下限は 30 ng/mL であり，神経変性疾患患者のヒ

ト血漿中 24S-HC の濃度測定には定量感度が不十分である [49]．従ってヒト血漿中 24S-HC 定

量法開発には，他の内因性 oxysterols との正確な分離および更なる感度向上が必要とされる． 

 本章では，誘導体化を行わないより堅牢性の高いヒト血漿中 24S-HC 定量法開発を目的とした．

また，本分析法の汎用性を確認するため健康成人の血漿中 24S-HC 濃度を測定した． 
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Figure 1:  The biosynthetic pathways for key oxysterols from cholesterol 
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1.2  実験材料と試験方法 

 

1.2.1  実験材料 

4α-HC (純度 95%) は Toronto Research Chemicals (North York, ON, Canada) より購入した．4β-HC，

7α-HC，7β-HC，22R-HC，24S-HC，25-HC，27-HC および内標準物質である 24-hydroxycholesterol-d7 

(24-HC-d7) は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) より購入した．Avanti Polar Lipids 社より購

入した標準品の純度は全て 99% 以上であった．Butylated hydroxytoluene は Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA) より購入した．K2EDTA 含有ヒト (白色人種，男性，22–62 歳および女性，17–61 

歳) 血漿は日本生物材料センター (東京) および Bioreclamation (Westbury, NY, USA) より購入し

た．その他の試薬は分析用グレードを使用した． 

 

1.2.2  LC/MS/MS 分析条件 

  High performance liquid chromatography (HPLC) は Agilent 1200 system，カラムコンパートメント，

ミクロデガッサ，コントロールモジュール (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) および 

CTC PAL autosampler (CTC Analytics, Zwingen, Switzerland) から構成されたシステムを用いた．分

析カラムは，CAPCELL PAK C18 系カラム (CAPCELL PAK C18 MGII, 3 μm, 2.0 mm ID x 100 mm; 

CAPCELL PAK C18 AQ, 3 μm, 3.0 mm ID x 100 mm; CAPCELL PAK CORE C18, 2.7 μm, 2.1 mm ID x 

100 mm, 資生堂，東京)，Inertsil ODS-3 C18 系カラム (Inertsil ODS-3, 3 μm, 2.1 mm ID x 150 mm, ジ

ーエルサイエンス，東京)，Phenomenex Kinetex core-shell 系カラム (Phenomenex Kinetex C18, 2.6 

μm, 2.1 mm ID x 100 mm, 島津ジーエルシー，東京) および L-column プレカラムフィルターを接

続した L-column2 ODS 系カラム (2.0 μm, 2.1 mm ID x 100 mm または 150 mm，化学物質評価研

究機構，東京) を使用した．移動相は A (acetonitrile/water/propionic acid, 50:950:1, v/v/v) および B 

(acetonitrile/water/propionic acid, 950:50:1, v/v/v) を用い，カラム温度 50ºC，流速 0.5 mL/min で分

析した．移動相組成比は Table 3 の条件に従い直線的に変化させた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   Table 3  HPLC gradient program for oxysterols 

Time (min) A (%) B (%) 

0.0 30 70 

2.0 30 70 

10.0 10 90 

10.1 0 100 

12.0 0 100 

12.1 30 70 

15.0 30 70 
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質量分析装置は APCI プローブを装着した，API5000 トリプル四重極質量分析装置を使用した．

検量線の作成および化合物濃度の算出には解析ソフトウェア Analyst ver.1.4.2 を使用した．ヒー

トガス温度は 400ºC，カーテンガスは 15 psi，イオンソースガス 1 は 15 psi，イオンソースガス 

2 は 60 psi，コリジョンガスは 6 psi，nebulizer current は 1 μA に設定した．Multiple reaction 

monitoring (MRM) イオンや各種パラメータは Table 4 に記載した． 

 

1.2.3  標準溶液，検量線標準用試料，QC 試料および内標準溶液の調製 

  4α-HC，4β-HC，7α-HC，7β-HC，22R-HC，24S-HC，25-HC，27-HC および 24-HC-d7 を 1 mg 秤

量して褐色メスフラスコに採取し，acetonitrile を加えて正確に 10 mL とし，100 μg/mL の標準原

液を調製した．100 μg/mL の内標準原液をさらに acetonitrile で希釈して 500 ng/mL の内標準溶

液を調製した．すべての溶液は 4°C 設定の冷蔵庫に保管した．24S-HC を含む oxysterols は生体

内因性物質であり，これらを完全に除いたブランク血漿を調製するのは困難である．そこで，ブ

ランク血漿の代替マトリックスである Dulbecco's phosphate-buffered saline (PBS, 2.7 mmol/L KCl, 

1.5 mmol/L KH2PO4, 136.9 mmol/L NaCl and 8.9 mmol/L Na2HPO4∙7H2O) を用いて検量線用標準試料

を調製した．PBS 200 μL に終濃度を 1，2，4，10，20，40 および 100 ng/mL となるように，標

準溶液を添加した．なお，検量線用標準試料は用時調製した．QC 試料は，チューブへの吸着回

避のため 1% (w/v) Tween 80 を添加した PBS に，終濃度を 1 (lower limit QC, LLQC)，3 (low-QC, 

LQC)，15 (medium-QC, MQC) および 80 ng/mL (high-QC, HQC) となるように標準溶液を添加して

調製した．生体試料中における薬物濃度分析に関する各局の指針に従い [20-23]，定量下限におけ

る分析対象物質のレスポンスは，ブランクサンプルの 5 倍以上で設定した．また，QC 試料の濃

度については，LQC は定量下限の 3 倍以内，MQC は検量線の中間付近，HQC は検量線の最高

濃度の 75% 以上で設定した．また，ヒト血漿中 24S-HC 濃度を定量する上で，代替マトリック

スに使用した 1% (w/v) Tween 80 含有 PBS の妥当性を検証するため，ヒトブランク血漿に既知

濃度 [3 (LQC)，15 (MQC) および 80 ng/mL (HQC)] の 24S-HC を添加，およびヒト血漿を PBS 

で 2 倍希釈したヒト血漿 QC 試料を調製した．調製した QC 試料は分析まで -30°C 設定の冷凍

庫に保存した． 

  Table 4  Mass spectrometric parameters for oxysterols 

Compound Molecular 
weight 

Precursor ion 
(m/z) 

Product ion 
(m/z) 

Mass spectrometric parameters 
DP 
(V) 

EP 
(V) 

CE 
(eV) 

CXP 
(V) 

24S-HC 402.65 367.6 105.0 121 10 63 12 

24S-HC-d7 409.70 374.6 105.0 131 10 71 12 

DP, declustering potential; EP, entrance potential; CE, collision energy; CXP, collision cell exit 
potential 
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1.2.4  サンプル前処理方法 

  血漿試料または PBS 200 μL をガラス試験管に採取し，検量線用標準溶液および 500 ng/mL 

24-HC-d7 10 μL (ブランクサンプルには acetonitrile を 10 μL) を添加した．さらに 8 mol/L sodium 

hydroxide 2 mL，methanol 5 mL を加えて攪拌後，50°C に設定した水浴中で 1 時間緩やかに振盪

し，鹸化処理した．鹸化後のサンプルに飽和食塩水溶液 1 mL を添加し，hexane 3 mL を加えて

液液抽出した．液液抽出操作は 2 回繰り返した．抽出後の上清 (2.5 mL×2 回) は，室温条件で

窒素ガス気流下で濃縮乾固後，acetonitrile/water/propionic acid (500:500:1, v/v/v) 100 μL で再溶解し

た．再溶解液を Ultra-free MC centrifugal filter unit (0.45 μm, Millipore Corporation, Billerica, MA, 

USA) に移しかえ，21,600×g で 5 分間遠心分離後のろ液 20 μL を LC/MS/MS にて分析した． 

  また，血漿中に存在する cholesterol が分析前処理および鹸化処理中で酸化し，24S-HC 濃度値

に影響を与える可能性がある．そこで，ヒトブランク血漿に既知濃度 (3 および 80 ng/mL) の 

24S-HC を添加したヒト血漿 QC 試料を用いて，酸化防止剤である butylated hydroxytoluene (BHT, 

1.5 mmol/L) [50] の有無による，濃度値への影響を評価した． 

 

1.2.5  評価項目  

  LC/MS/MS を用いたヒト血漿中  24S-HC 濃度測定法の妥当性を評価するために，method 

qualification を実施した．検量線用標準試料の直線性，分析日内および日間での真度および精度，

マトリックス効果および安定性を評価した．さらに，生体内因性物質の定量に特異的な項目 [25, 

51] として，ヒト血漿 QC 試料の真度および精度を評価した． 

 検量線は検量線用標準試料を測定したピーク面積比 (24S-HC/24S-HC-d7) と調製濃度の関係か

ら作成した．検量線は 1/x2 の重み付けを行い，最小二乗法により直線回帰した． 

 

検量線モデル: y = ax + b，最小二乗法 

x:  調製濃度 (ng/mL): Cnominal 

y:  ピーク面積比 (24S-HC 面積値/24S-HC-d7 面積値) 

a:  傾き 

b:  y-切片 

r:  相関係数 

 

 検量線の直線性は，検量線用標準試料の実測濃度の真度 (%RE) および相関係数を求めて評価

した．各濃度の真度の基準は，理論値の ±15% 以内とし，定量下限のみ ±20% 以内とした． 

分析日内および日間での真度および精度を評価するため，1% (w/v) Tween 80 含有 PBS に 

24S-HC (LLQC，LQC，MQC および HQC) を添加して調製し，3 回の異なる分析単位で繰り返

し分析した．さらに，代替マトリックスとして使用した PBS の妥当性を検証するため，ヒトブ

ランク血漿または既知濃度 (LQC，MQC および HQC) の 24S-HC を添加，および PBS で 2 倍
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希釈したヒト血漿 QC 試料を調製し，3 回の異なる分析単位で繰り返し分析した．QC 試料の実

測濃度の平均値の真度 (%RE) および精度 (%CV) を算出して日内再現性を評価した．また，3 日

間の実測濃度の平均値について真度および精度を求め，日間再現性を評価した．QC 試料の真度

の基準は，理論値の ±15% 以内とし，定量下限のみ ±20% 以内とした．各濃度における定量値

の精度は 15% 以下とした．ただし，定量下限では 20% 以下とした． 

  24S-HC のレスポンスについて，ヒト血漿中のマトリックス由来の成分による影響を評価した．

マトリックス効果は，マトリックスファクター (MF) の算出により評価した．MF を算出前にあ

らかじめブランク血漿中 24S-HC 濃度を定量した．24S-HC の MF は，マトリックスに既知濃度

(15 ng/mL, MQC) を加えたピーク面積比と，マトリックス非存在下で 24S-HC の内因性濃度と既

知濃度 (15 ng/mL, MQC) を加えたピーク面積比を比較して算出した．また，IS-normalized MF は

24S-HC の MF を内標準物質の MF で補正して算出した． 

 

 

*1 Human plasma for matrix effect was prepared by spiking standard solution in processed sample. 

*2 Reference was prepared by spiking standard solution at the concentration of the endogenous level plus 

15 ng/mL of 24S-HC in acetonitrile/water/propionic acid (500:500:1) solution. 

 

 さらに，24S-HC の溶液中およびヒト血漿中安定性を評価した．標準溶液の安定性は，調製直

後の溶液と 4°C 設定の冷凍庫に一定期間保存した溶液中 24S-HC 濃度を比較して評価した．

1% (w/v) Tween 80 含有 PBS (LQC および HQC) およびヒト血漿 (ブランク，MQC 添加および 

2 倍希釈血漿) 中の室温短期保存 (6 時間)，オートサンプラー中 (10°C，3 日間)，長期保存 (-30°C，

56 日間)，5 回凍結融解安定性を評価した．各濃度における初期値の ±15% 以内を基準とした． 

 

1.2.6  データ処理 

  質量分析データ，ピーク面積値，検量線および実測濃度は，Analyst version 1.4.2 (Sciex) により

算出した．真度とは 24S-HC の定量値と理論値との一致の程度のことを指し，相対誤差 (%RE) で

表示した．精度とは繰り返し分析で得られる定量値のばらつきのことを指し，%CV で評価した． 

 

相対誤差：Relative error (%RE) 

 

 

精度：Precision (%CV) 

 

( )
100×%RE

nominal

nominal

C

C-ix
=

100×=%CV
平均値

標準偏差
 

Peak area of sample for matrix effect *1 
Mean peak area of reference *2 

MF =  IS-normalized MF =  
MF of analyte 

MF of IS 

xi : 実測濃度 
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1.3  実験結果 

 

1.3.1  24S-HC の LC/MS/MS 分析条件の設定 

  24S-HC などの oxysterols は極性基をほとんど有していないため，一般的なエレクトロスプレ

ーイオン化による液体クロマトグラフィータンデム質量分析法 (HPLC/electrospray ionization 

(ESI)-MS/MS; LC/ESI-MS/MS) 法ではイオン化効率が低い．このため，前処理過程に誘導体化を含

まない分析法により，ヒト血漿中 24S-HC を高感度かつ高選択的に分析するのは困難である．そ

こで，24S-HC のイオン化により適した LC/APCI-MS/MS に着目した [52]．24S-HC はイオン化

の過程で 1 または 2 分子の脱水反応が起こるため，脱水したフラグメントイオンをプリカーサ

ーイオンに選択した．4α-HC，4β-HC，7α-HC，7β-HC，22R-HC，24S-HC，および 25-HC では m/z 

367.6＞105.0，27-HC では m/z 385.6＞105.0 の MRM モードで検出した場合に，最も感度が高か

った．また，24S-HC-d7 は m/z 374.6＞105.0 の MRM モードで検出した (Figure 2)． 

 ヒト血漿中には 24S-HC に加えて，4α-HC，4β-HC，7α-HC，7β-HC，22R-HC，25-HC および 27-HC

等の水酸化位置の異なる構造類似化合物が存在し，24S-HC と同一の分子量を有するため，

LC/APCI-MS/MS を用いた MRM モードでは分離が困難である．そこで，24S-HC 濃度の正確な

定量には，クロマトグラム上での分離分析が重要である．分析カラムとして CAPCELL PAK C18 

系カラム，Inertsil ODS-3 C18 系カラム，Phenomenex Kinetex core-shell 系カラムおよび L-column2 

ODS 系カラムの中から，24S-HC と 27-HC の良好な分離を示した L-column2 ODS を選択し，

acetonitrile/water/propionic acid の混液からなる HPLC 移動相を用いたグラジエントモードにより

分析した．4α-HC，4β-HC，7α-HC，7β-HC，22R-HC，24S-HC，25-HC および 27-HC の混合溶液 

(10 ng/mL) を分析した代表的な MRM クロマトグラムを Figure 3 に示した．24S-HC および 

27-HC の保持時間は比較的近いものの，27-HC は m/z 367.6＞105.0 ではほとんど検出されないた

め，MRM トランジションの違いでも分離分析が可能であった．本分析法を用いた場合，既報の

分析法と比較して [49]，より良好な 24S-HC の分離分析が可能となった． 
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Figure 3:  The representative MRM chromatogram of the mixture of 4α-HC, 4β-HC, 7α-HC, 7β-HC, 

22R-HC, 24S-HC, 25-HC, and 27-HC solution (10 ng/mL). 

(A): m/z 367.6＞105.0. (B): m/z 385.6＞105.0. The inserted MRM chromatogram is enlarged 

illustration at the retention time from 7.0 to 9.0 min at m/z 367.6＞105.0. 
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  Figure 2:  Chemical structure and positive product ion spectra 

  (A): The positive product ion spectrum of the precursor ion for 24S-HC and (B) for 24S-HC-d7. 
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1.3.2  ヒト血漿中に存在するエステル型 24S-HC の鹸化条件検討 

  ヒト血漿中の総 24S-HC (遊離型およびエステル型) 濃度の定量には，エステル型で存在する 

24S-HC を鹸化し，遊離型 24S-HC に変換する必要がある．鹸化処理に用いた sodium hydroxide 

濃度および鹸化時間を検討し，ヒト血漿中の 24S-HC 総濃度を安定的に測定できる条件を最適化

した． 8 mol/L sodium hydroxide 存在下で  10 分以上処理した場合，ピーク面積比 

(24S-HC/24S-HC-d7) がほぼ一定になった．一方，1 mol/L sodium hydroxide 存在下では，鹸化が不

十分であった (Figure 4)．従って以後の鹸化条件は，より安定的に 24S-HC の血漿中総濃度を定

量するため，8 mol/L sodium hydroxide 存在下で 1 時間処理した． 

 鹸化反応および分析前処理中にヒト血漿中内因性 cholesterol が酸化し，24S-HC の濃度値に与

える影響を評価した．ヒト血漿  QC サンプル (LQC および  HQC) に，酸化防止剤である 

1.5 mmol/L の BHT を添加して 24S-HC 濃度を測定した．その結果，BHT の有無に拘らず 

24S-HC 濃度値は変化しなかったため，鹸化反応および分析前処理中にヒト血漿中 cholesterol が

酸化し，24S-HC 濃度値に与える影響は限定的であった (Table 5)． 

 

 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 0.5 1 1.5 2

Pe
ak

 a
re

a 
ra

tio
(2

4S
-H

C
/2

4S
-H

C
-d

7)

Time (h)  
Figure 4:  The profile of saponification time versus peak area ratios of 24S-HC to 24S-HC-d7 in 

human plasma. 

The saponification process was conducted in the presence of 1 mol/L sodium hydroxide and 5 mL 

methanol (open circle) and 8 mol/L sodium hydroxide and 5 mL methanol (closed circle) at 50°C. 

Each data point represents the mean ± standard deviation (n=3). 
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1.3.3 ヒト血漿中 24S-HC 濃度測定法のサンプル前処理方法 

 鹸化処理後のヒト血漿試料または 1% (w/v) Tween 80 含有 PBS 中 24S-HC は hexane による

液液抽出法により抽出した．飽和食塩水溶液添加により，24S-HC の baseline が約 70% に低減

し signal-to-noise 比の向上に寄与した．また，液液抽出過程における 24S-HC の回収率を上げる

ため，抽出操作を 2 回繰り返した．1% (w/v) Tween 80 含有 PBS で調製した QC 試料の回収率

は 75.2–84.9% と良好であり，添加濃度 (LQC，MQC および HQC) に拘らず安定した値を得た． 

 

1.3.4 ヒト血漿中 24S-HC 濃度測定法 

  検量線は検量線用標準試料を測定したピーク面積比 (24S-HC/24S-HC-d7) と調製濃度の関係か

ら作成した．検量線は 1/x2 の重み付けを行い最小二乗法により直線回帰した．検量線範囲はヒト

血漿中  24S-HC 濃度を定量できる  1–100 ng/mL に設定した．検量線の相関係数  (r) は 

0.9978–0.9992 であり，検量線用標準試料の実測濃度の真度 (%RE) は ±10% 未満であった．

LLOQ 試料のクロマトグラムは Figure 5A に示した．また，最高濃度の検量線用標準試料に続け

てブランクサンプルを測定したが，キャリーオーバーによるピークは検出されなかった． 

 1% (w/v) Tween 80 含有 PBS に 24S-HC (LLQC，LQC，MQC および HQC，各 n=5) を添加し

て調製した QC 試料の 24S-HC 濃度の真度および精度は，Table 5 に示した．分析日内および日

間での真度 (%RE) および精度 (%CV) は -0.5–2.7% および 6.5% 以下であり，本分析法の堅牢

性を示した．さらに，代替マトリックスを使用する妥当性を示すために，ヒトブランク血漿また

は既知濃度 (LQC，MQC および HQC) の 24S-HC を添加したヒト血漿 QC 試料 (各 n=5) を分

析した．さらに，アルツハイマー病などの神経変性疾患患者で 24S-HC 濃度が減少する報告もあ

るため [29]，PBS で 2 倍希釈したヒト血漿 QC 試料も分析した．分析日内および日間での真度 

(%RE) および精度 (%CV) は -0.7–6.6% および 7.6% 以下であり，“1.2.5 評価項目” に記載した

基準を満たした．さらに，4 個体のヒトブランク血漿の IS で補正した MF は 0.916–1.08，CV は 

5.9% 以下であり，ヒト血漿中存在下および非存在下におけるピーク面積比 (24S-HC/24S-HC-d7) 

は同等で，マトリックス効果は認められなかった (Table 6)．以上より， 1% (w/v) Tween 80 含有 

PBS が代替マトリックスとして科学的に妥当であることを示した． 

 24S-HC の標準溶液，surrogate matrix である 1% (w/v) Tween 80 含有 PBS およびヒト血漿中に

おける安定性を評価した．24S-HC の標準溶液は acetonitrile 中で室温 6 時間および 4°C 保存で 

4 ヶ月間保存後の残存率は，105.5 および 102.7% であった．また，1% (w/v) Tween 80 含有 PBS 

およびヒト血漿 (ブランク，MQC 添加および 2 倍希釈血漿) 中 24S-HC の残存率は，室温 6 時

間，オートサンプラー (10°C，3 日間) 中，長期保存 (-30°C，56 日間) および 5 回の凍結融解

条件下で 92.4–110.4% であり 24S-HC は安定であった (Table 7)． 
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 Table 5  Intra & inter-assay precision and accuracy for 24S-HC 

Matrix 
 

Nominal 
conc. 

(ng/mL) 

Intra-assay (n=5)   Inter-assay (n=15) 
Average 

conc.  
(ng/mL) 

CV  
(%) 

RE  
(%) 

 

Average 
conc.  

(ng/mL) 
CV  
(%) 

RE  
(%) 

PBS 

LLQC 1 1.01  3.1  0.7  

 

1.01  4.4  1.0  

LQC 3 3.00  6.5  -0.1  

 

3.00  5.3  0.1  

MQC 15 15.2  5.4  1.6  

 

15.4  4.7  2.7  

HQC 80 79.6  1.5  -0.5    80.9  3.3  1.2  

Human 
plasma 

Unspiked - 34.7  5.1  -   34.4  6.6  - 

+LQC 37.7  38.4  5.3  1.8  

 

37.4  7.6  -0.7  

+MQC 49.7  50.5  1.4  1.7  

 

49.6  4.8  -0.3  

+HQC 115  120  3.3  4.6  

 

118  5.8  3.1  

Diluted with PBS 17.4  18.5  5.6  6.6    18.1  6.1  4.4  

Human 
plasma 
(+)BHT 

+LQC 37.7  38.1  9.0  1.2   - - - 

+HQC 115  119  4.7  4.0   - - - 

Intra- and inter-day assay precision and accuracy in the surrogate matrix were evaluated using the 24S-HC 

spiked PBS samples at levels of 1 (LLQC), 3 (LQC), 15 (MQC), and 80 (HQC) ng/mL. 

Intra- and inter-day assay precision and accuracy in human plasma were evaluated using the unspiked human 

plasma, 24S-HC spiked human plasma samples at levels of LQC, MQC, HQC and two-fold diluted human 

plasma with PBS. The effect of 1.5 mmol/L of BHT as antioxidant on the 24S-HC concentrations was 

evaluated in the 24S-HC spiked human plasma samples at levels of LQC and HQC. For the determination of 

24S-HC spiked human plasma at a level of HQC, the partial volume (100 μL) analysis was conducted. 
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Table 6  Matrix factor (MF) 

Human plasma 
(Lot No.) 

MF  IS-normalized MF 

Analyte IS  

 

Mean SD CV (%) 

MT134913 

1.08 1.01  1.07    

1.22 1.07  1.15 1.08 0.06 5.9 

1.05 1.03  1.02 

   

WX041699F 

0.971 1.08  0.900    

0.977 1.04  0.939 0.919 0.020 2.2 

0.922 1.00  0.919    

MT134912 

1.05 1.03  1.02    

1.07 1.00  1.07 1.08 0.06 5.7 

1.15 1.00  1.15    

GX030019 

0.945 1.01  0.938    

0.939 1.04  0.899 0.916 0.020 2.2 

0.947 1.04  0.910    

MF = Peak area of sample for matrix effect*1/mean peak area of reference*2 

IS-normalized MF = MF of analyte/MF of IS 

*1 Human plasma for matrix effect was prepared by spiking standard solution in processed sample. 

*2 Reference was prepared by spiking standard solution at the concentration of the endogenous level 

plus 15 ng/mL. 
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1.3.5 健康成人の血漿中 24S-HC 濃度測定 

 上記で構築した定量法を用いて，男性および女性健康成人の血漿中 24S-HC 濃度を定量した．

ヒト血漿中 24S-HC 濃度を測定した時のクロマトグラムを Figure 5B に示した．24S-HC の peak 

intensity は LLOQ 試料より十分に高く，内因性に存在する oxysterols との分離も良好であった．

さらに本分析法の選択性を示すため，24S-HC 定量分析用の mass transition (m/z 367.6＞105.0) お

よび，別の mass transition (m/z 385.6＞105.0) により得られたピーク面積比 (transition ratio) を比較

した．m/z 385.6＞105.0 を用いた場合，24S-HC の検出感度が顕著に低かったため，ヒトブランク

血漿に既知濃度 (HQC) の 24S-HC を添加したヒト血漿を用いて，transition ratio を評価したとこ

ろ，3.99±0.31 (n=5) と安定した値であった．従って，本分析法はヒト血漿中 24S-HC 濃度を測定

する上で十分な特異性を有していると考えられた．男性 (n=20, 22–62 歳) および女性 (n=20, 

17–61 歳) 健康成人の血漿中 24S-HC 濃度は 32.0±9.0 ng/mL および 32.8±10.0 ng/mL であり，顕

著な性差は認められなかった (Figure 6)．これらの濃度値は，既報値と同程度であった [29, 47]．

Table 7  Stability study of 24S-HC 

Matrix 
Analyte 

concentration Temperature Period % of remaining 

Acetonitrile 100 μg/mL 
Room temperature 6 h 105.5 

4°C 142 days 102.7 

Surrogate  
matrix 3, 80 ng/mL 

Room temperature 6 h 100.4, 93.4 

10°C* 3 days 109.3, 96.4 

-30°C 56 days 96.5, 98.4 

-30°C 5 freeze/thaw cycles 106.8, 102.8 

Human  
plasma 

Unspiked, +MQC,   
diluted with PBS 

Room temperature 6 h 99.6, 96.4, 109.2 

10°C* 3 days 90.9, 102.0, 110.4 

-30°C 56 days 98.8, 92.4, 104.2 

-30°C 5 freeze/thaw cycles 100.3, 98.6, 97.8 

* in the autosampler 
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Figure 5:  MRM chromatograms of 24S-HC and 24S-HC-d7. 

(A) Representative MRM chromatograms of 24S-HC and the 24S-HC-d7 from the LLOQ sample in 

PBS and (B) the human plasma sample, respectively.  
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Figure 6:  24S-HC concentrations in human plasma. 

The male and female plasma 24S-HC concentrations were indicated. Horizontal lines indicate average 

24S-HC concentrations in plasma from male and female volunteers. (mean ± standard deviation, n=20 

individual human plasma) 
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1.4  考察 

 

  本章では LC/MS/MS を用いた APCI 法による，ヒト血漿中 24S-HC の高感度かつ高選択的な

定量法を開発した．24S-HC は生体内因性物質であるため，検量線用標準試料は代替マトリック

スに 1% (w/v) Tween 80 含有 PBS を用いて作成した． 

 生体試料中に存在する生体内因性物質を測定する上で重要な点は，分析対象物質を除去したマ

トリックスの準備，もしくは分析対象物質を含まない代替マトリックスを用いる妥当性を示すこ

とである [23]．活性炭処理血漿を分析対象物質を含まない生体試料に使用する場合があるが [24]，

24S-HC を完全に除去することは極めて困難である．生体内因性物質を定量する上で，安定同位

体標識した分析対象物質を実際の生体試料に添加する方法も有用である．しかし，本手法の場合，

さらに内標準物質に用いる安定同位体標識体が必要な点，定量対象物質と安定同位体標識体との

感度調整が必要な点，および検量線上限以上の試料の希釈が出来ない問題点がある．さらに，定

量対象物質を実際の生体試料に添加する方法も報告がある．この方法は，実際の生体試料を用い

て検量線用標準試料を作成するため，マトリックス効果を考慮する必要がない．しかし，全ての

分析試験で検量線の傾きから内因性物質の濃度値を算出する必要があるため，同一ロットの大量

の血漿を準備する必要がある [23]．本研究では，検量線用標準試料に 1% (w/v) Tween 80 含有 

PBS を用いてヒト血漿中 24S-HC 濃度測定法を開発した． 

 これまで複数の 24S-HC のヒト血漿中濃度測定法が誌上報告されている．紫外可視吸光検出器

を用いた HPLC 法は，oxysterols を定量する上で最も汎用されてきた．HPLC 法は 24S-HC を誘

導体化することなく定量可能であるが，検出感度や特異性は劣る欠点がある [53]．ガスクロマト

グラフィー質量分析法 (gas chromatography/mass spectrometry; GC/MS) はヒト血漿中 oxysterols 測

定に適しているが，oxysterols の揮発性を向上させるために trimethylsilane や methyl 誘導体化が

必須である [46]．また頻繁に分析カラムを保守する必要がある．LC/ESI-MS/MS を用いた場合も，

極性基が少なくイオン化効率の低い oxysterols を分析するためには，picolinyl ester を用いて誘導

体化する必要がある  [47, 48]．そこで本研究では， oxysterols を直接イオン化可能な 

LC/APCI-MS/MS に着目した．また，L-column2 ODS カラムを用いることで，24S-HC と他の内

因性 oxysterols を分離可能な 24S-HC の定量分析法を構築した． 

  24S-HC はヒト血漿中で遊離型とエステル型で存在しており，神経変性疾患関連バイオマーカ

ーとして有用と考えられている 24S-HC のヒト血漿中総濃度の測定には，エステル型を鹸化する

必要がある [29, 33, 46]．ヒト血漿中の 24S-HC 総濃度を安定的に測定できる条件を検討したとこ

ろ，血漿 200 μL に対し，8 mol/L sodium hydroxide 2 mL，methanol 5 mL を加えて攪拌後，50°C で 

1 時間処理した場合，安定的に 24S-HC の血漿中総濃度を定量することが可能となった．本結果

は，ヒト血漿中 cholesterol 総濃度測定用に最適化された鹸化条件と比較しても，反応時間および

塩基の添加量共に十分と考えられる [54]． 
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 24S-HC のヒト血漿中濃度同時測定法の method qualification を実施したところ，ヒト血漿

200 μL を用いて，血漿中 24S-HC 濃度を十分定量可能な 1–100 ng/mL の範囲で良好な直線性を

示した．本分析法は，煩雑な誘導体化を必要としないだけでなく，既存の非誘導体化法と比較し

ても 75 倍の感度向上を達成した [49]．さらに本分析法を用いて，男性および女性健康成人の血

漿中 24S-HC 濃度を定量した結果，これまでの文献値を再現した [29]．本研究により，堅牢性の

高いヒト血漿中 24S-HC 定量法を開発した．本定量法は，臨床試験における血漿中 24S-HC 測定

に有用であると考えられる．ヒト血漿中 24S-HC は CH24H による脳内 cholesterol の代謝によ

って生成されるため，アルツハイマー病，パーキンソン病および多発性硬化症など様々な中枢神

経細胞変性疾患の臨床研究および医薬品開発への応用が期待される． 
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第 2 章 LC/MS/MS を用いた D- および L-serine のヒト血漿中濃度同時測定法の開発 

 

2.1  序論 

 

  哺乳類の生体を構成するアミノ酸は全て L-アミノ酸であり，D-アミノ酸は細菌や真菌など限ら

れた生体にのみ存在すると信じられてきた [55]．しかし，近年のキラル分析技術の発展により，

哺乳類にも D-アミノ酸が存在することが発見された．その後，D-アミノ酸はさまざまな生理機能

を担っていることが明らかになり，精神神経疾患の病態解明や薬物治療法開発におけるバイオマ

ーカーとしての役割が期待される [30, 31]． 

 D-アミノ酸の一種である D-serine は，Hashimoto らによってラット脳内に遊離型で存在するこ

とが発見された [56]．D-serine は記憶や学習機能を司る NMDA 型グルタミン酸受容体のグリシ

ン結合部位に作用し，受容体機能の発現・調節に重要な役割を果たしている [36, 37]．近年，ヒト

血漿中 D-serine 濃度および D-serine の DL-serine に対する割合は，統合失調症 [38, 57, 58]，筋

萎縮性側索硬化症 [59, 60]，てんかん発作 [61] および虚血性神経細胞死 [62] 等の NMDA 受容

体機能障害に起因する疾患と関連することが報告された．従って，生体試料中に存在する D- お

よび L-serine の高感度な分析法は，新たな薬物治療法開発に非常に有用である． 

  一方で D-serine のヒト血漿中濃度は，光学異性体である L-serine の血漿中濃度の 5% 未満と

顕著に低いため [38, 57, 63]，ヒト血漿中 D- および L-serine の定量には選択性の高い分析法が求

められる．これまで D- および L-serine のヒト血漿中分離定量法が誌上発表されているが [38, 57, 

63-65]，既報の定量法はすべて光学異性体分離のためにキラル誘導体化試薬を用いた方法である．

誘導体化は分析前処理過程に時間がかかるだけでなく，先述のような定量性の低下，さらに誘導

体化反応における副生成物形成の可能性がある [39]．また大腸菌，出芽酵母およびニワトリ組織

から精製した D-serine dehydratase を用いた D-serine の酵素定量法が報告されている [66-68]．し

かし，これら酵素定量法の定量下限は  2 μmol/L であり，既報のヒト血漿中  D-serine 濃度 

(0.07–0.34 μg/mL) と比較した場合，感度が不十分である [57]． 

 そこで本章では，D- および L-serine の分離分析に誘導体化を必要としない，より堅牢性の高

いヒト血漿中 D- および L-serine 定量法を開発した．
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2.2  実験材料と試験方法 

 

2.2.1  実験材料 

 D-Serine (純度; 100%)，L-serine (純度; 99.9%) および内標準物質である DL-serine (2,3,3-d3) 

(DL-serine-d3，純度; 98.0%) は和光純薬工業 (大阪)，K2EDTA 含有ヒト (白色人種，男性および女

性) 血漿は日本生物材料センターより購入した．その他の試薬は分析用グレードを使用した． 

 

2.2.2  LC/MS/MS 分析条件 

  HPLC は “1.2.2 LC/MS/MS 分析条件” に記載したシステムを用いた．質量分析装置は ESI プ

ローブを装着した，API5000 トリプル四重極質量分析装置を使用した．分析カラムはガードフィ

ルターを接続したクラウンエーテル型キラルカラム CROWNPAK CR-I(+) (5 μm, 3 mm ID×150 

または 250 mm, ダイセル，東京) を使用した．移動相は 0.3% trifluoroacetic acid in 10% acetonitrile 

を用い，カラムは氷冷下，流速 0.15 mL/min のアイソクラティックモードで分析した．ヒートガ

ス温度は 600ºC，イオンスプレー電圧は 5,500 V，カーテンガスは 15 psi，イオンソースガス 1 は 

60 psi，イオンソースガス 2 は 60 psi，コリジョンガスは 6 psi に設定した．MRM イオンや各

種パラメータは Table 8 に記載した． 

 

2.2.3  標準溶液，検量線標準用試料，QC 試料および内標準溶液の調製 

  D-，L-Serine および DL-serine-d3 を 10，100 および 1 mg 秤量して褐色メスフラスコに採取し，

水を加えて正確に 10 mL とし，それぞれ 1, 10 および 0.1 mg/mL の標準原液を調製した．0.1 

mg/mL の内標準原液をさらに水で希釈して 10 μg/mL の内標準溶液を調製した．すべての溶液は 

4°C 設定の冷蔵庫に保管した．生体内因性物質である D- および L-serine の血漿中濃度測定に用

いる代替マトリックスに PBS を選択した．D- および L-serine の検量線用標準試料は，PBS 

100 μL に終濃度を 0.01，0.02，0.05，0.2，1，2，10 および 0.1，0.2，0.5，2，10，20，50，100 μg/mL 

となるように標準溶液を添加した．なお，検量線用標準試料は用時調製した．QC 試料の濃度は 

“1.2.3 標準溶液，検量線標準用試料，QC 試料および内標準溶液の調製” に記載した設定方法に

従った．PBS に D-serine の終濃度を 0.01 (LLQC)，0.03 (LQC)，0.5 (MQC) および 8 μg/mL (HQC)，

L-serine の終濃度を 0.1 (LLQC)，0.3 (LQC)，5 (MQC) および 80 μg/mL (HQC) となるように標準

溶液を添加した．また，代替マトリックスに使用した PBS の妥当性を検証するため，ヒトブラ

ンク血漿に既知濃度 (D-serine; 0.03，0.5 および 8 μg/mL，L-serine; 0.3，5 および 80 μg/mL) の D- 

および L-serine を添加，およびヒト血漿を PBS で 2 倍希釈したヒト血漿 QC 試料を調製した．

調製した QC 試料は分析まで -30°C 設定の冷凍庫に保存した． 
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2.2.4  サンプル前処理方法 

 血漿試料または PBS 100 μL をガラス試験管に採取し，検量線用標準溶液および 10 μg/mL 

DL-serine-d3 10 μL (ブランクサンプルには水を 10 μL) を添加した．さらに acetonitrile 1 mL を加

えて攪拌後，21,600×g で 5 分間遠心した．遠心後の上清を acetonitrile 1 mL および water/formic 

acid (50:1, v/v) で前処理したミックスモードの逆相-強陽イオン交換ポリマー (OASIS MCX 

cartridge, 30 mg/1 cc, Waters, Milford, MA, USA) に添加した．OASIS MCX cartridge を  50% 

acetonitrile および 95% acetonitrile で洗浄後，methanol/25% ammonium solution (19:1, v/v) を用いて

D-，L-serine および DL-serine-d3 を溶出した．溶出液は室温で窒素ガス気流下濃縮乾固後，0.3% 

trifluoroacetic acid in 10% acetonitrile 100 μL で再溶解した．再溶解液を Ultra-free MC centrifugal 

filter unit に移しかえ，21,600×g で 5 分間遠心分離後のろ液 5 μL を LC/MS/MS にて分析した． 

 

2.2.5  評価項目 

  LC/MS/MS を用いたヒト血漿中 D- および L-serine 濃度測定法の妥当性を評価するために，

method qualification を実施した．実施項目は “1.2.5 評価項目” に記載した内容に準じた． 

 検量線は検 量線用標準試料を測 定したピーク面積比  (D-serine/D-serine-d3 および

L-serine/L-serine-d3) と調製濃度の関係から作成した．検量線は 1/x2 の重み付けを行い，以下の検

量線モデルを用いて最小二乗法により直線回帰した． 

 

検量線モデル: y = ax + b，最小二乗法 

x:  調製濃度 (μg/mL): Cnominal 

y:  ピーク面積比 

a:  傾き 

b:  y-切片 

r:  相関係数 

 

Table 8  Mass spectrometric parameters for D- and L-serine 

Compound Molecular 
weight 

Precursor ion 
(m/z) 

Product ion 
(m/z) 

Mass spectrometric parameters 
DP 
(V) 

EP 
(V) 

CE 
(eV) 

CXP 
(V) 

D-serine 105.09 106.1 60.0 51 10 17 12 

L-serine 105.09 106.1 60.1 51 10 38 12 

DL-serine-d3 108.11 109.1 63.0 31 10 19 24 
DP, declustering potential; EP, entrance potential; CE, collision energy; CXP, collision cell exit 
potential 
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 検量線の直線性は，検量線用標準試料の実測濃度の真度 (%RE) および相関係数を求めて評価

した．各濃度の真度の基準は，理論値の ±15% 以内とし，定量下限のみ ±20% 以内とした． 

 分析日内および日間での真度および精度を評価するため，PBS に D- および L-serine (LLQC，

LQC，MQC および HQC) を添加して調製し，3 回の異なる分析単位で繰り返し分析した．さら

に，代替マトリックスとして使用した PBS の妥当性を検証するため，ヒトブランク血漿または

既知濃度 (LQC，MQC および HQC) の D- および L-serine を添加，および PBS で 2 倍希釈し

たヒト血漿 QC 試料を調製し，3 回の異なる分析単位で繰り返し分析した．QC 試料の実測濃度

の平均値の真度 (%RE) および精度 (%CV) 算出して日内再現性を評価した．また，3 日間の実測

濃度の平均値について真度および精度を求め，日間再現性を評価した．QC 試料の真度の基準は，

理論値の ±15% 以内とし，定量下限のみ ±20% 以内とした．各濃度における定量値の精度は 15% 

以下とした．ただし，定量下限では 20% 以下とした． 

 D- および L-serine の回収率は，D- および L-serine を PBS に添加して (D-serine の終濃度; 

0.03，0.5 および 8 μg/mL，L-serine の終濃度; 0.3，5 および 80 μg/mL) 前処理したピーク面積比

と，対照サンプルのピーク面積比から回収率を求めた．DL-serine-d3 の回収率は，DL-serine-d3 を 

PBS に添加して (1 μg/mL) 前処理したピーク面積比と，対照サンプルのピーク面積比から回収率

を求めた．回収率の基準は設定しないが，各濃度で再現性があることが重要である． 

 D- および L-serine のレスポンスについて，ヒト血漿中のマトリックス由来成分による影響を

評価した．マトリックス効果は，マトリックスファクター (MF) の算出により評価した．MF を

算出前にあらかじめブランク血漿中 D- および L-serine 濃度を定量した．D- および L-serine の 

MF は，マトリックスに既知濃度 (D-serine: 0.5 μg/mL, L-serine: 5 μg/mL) を加えたピーク面積比と，

マトリックス非存在下で D- および L-serine の内因性濃度に既知濃度 (D-serine: 0.5 μg/mL, 

L-serine: 5 μg/mL) を加えたピーク面積比を比較して算出した． 

 D- および L-serine の溶液中およびヒト血漿中安定性を評価した．PBS (LQC および HQC) お

よびヒト血漿 (ブランク，MQC，HQC 添加および 2 倍希釈血漿) 中の室温短期保存 (6 時間)，

オートサンプラー中 (10°C)，長期保存 (-30°C，1 ヶ月間)，3 回凍結融解安定性を評価した． 

 

2.2.6  データ処理 

 D- および L-serine のピーク分離度 (Rs) は以下の式より算出した．その他のデータ処理は 

“1.2.6 データ処理” に記載した方法に準じた． 

 

 

tR1, R2:   各ピークの保持時間 

W0.5h1, 0.5h2:  各ピークの半値幅 

 

tR1 - tR2 
W0.5h1 + W0.5h2 

Rs = 1.18 × 



 

25 

2.3  実験結果 

 

2.3.1  D- および L-serine の LC/MS/MS 分析条件の設定 

 LC/MS/MS を用いた D- および L-serine のヒト血漿中濃度の同時測定には，D-serine と L-serine 

との正確な光学異性体分離分析が求められる．D-Serine と L-serine の分離分析には，キラルカラ

ム，酸性移動相およびカラム温度を適切に選択することが重要である．本研究では，誘導体化を

必要としない新規ヒト血漿中 D- および L-serine 定量法を開発した． 

 D- および L-serine のキラル分離分析条件を最適化するため，異なる種類のクラウンエーテル

型キラルカラムを検討した．クラウンエーテル型キラルカラムは，不斉中心付近に第一級アミノ

基を有するアミノ酸やアミン類を光学分離するのに適したカラムである [69, 70] (Figure 7)．本検

討では，酸性条件下でアンモニウムイオン化された D- および L-serine を binaphthyl による不斉

環境で光学異性体を分離した．また，ヒト血漿中 L-serine 濃度は D-serine の少なくとも 20 倍以

上であると報告されている [38, 57, 63]．より正確な定量を行うために，クラウンエーテル型キラ

ルカラムを用いて D-serine，L-serine の順で溶出させた． 

 溶解溶媒および移動相の酸性度は，D- および L-serine の第一級アミノ基のイオン化状態を決

める因子である．HPLC 法による α-アミノ酸類縁体の光学異性体分離には，移動相に perchloric 

acid が汎用されているが [69]，perchloric acid は不揮発性の酸であるため LC/MS/MS を用いた分

析には適していない．本研究では，0.3% trifluoroacetic acid in 10% acetonitrile をサンプル前処理後

の溶解溶媒および移動相に用いることで，クラウンエーテル型キラルカラムによる D- および 

L-serine の最良な分離が得られた．一方，その他の揮発性酸である acetic acid や formic acid を用

いた場合は，D- および L-serine の分離が出来なかった．また，0.3% trifluoroacetic acid in methanol 

系移動相を用いた場合も D- および L-serine の分離分析は可能であるが，分析中における serine 

のメチルエステル化の懸念があるため，0.3% trifluoroacetic acid in 10% acetonitrile を選択した． 

 適切なカラム温度の設定も D- および L-serine の分離分析に必須である．氷冷下において，

serine 由来のアンモニウムイオンとクラウンエーテル型キラルカラムのクラウンエーテルとの複

合体形成が安定化されるため，D- および L-serine のピーク分離度はカラム温度の上昇によって

低下した．D-Serine では m/z 106.1＞60.0，L-serine では m/z 106.1＞60.1，DL-serine-d3 では m/z 

109.1＞63.0 の MRM モードで検出した．D-Serine および DL-serine-d3 の代表的なマススペクト

ルは Figure 8 に示した．また，D- および L-serine の混合溶液 (1 μg/mL) を分析した代表的な 

MRM クロマトグラムを Figure 9 に示した．氷冷下でクラウンエーテル型キラルカラム (5 μm, 

3.0 mm ID×150 mm) を 2 本連結した場合，D- および L-serine のピーク分離度 (Rs) は 2.25 と，

良好な分離を示した (Figure 9D)．一方，クラウンエーテル型キラルカラム (5 μm, 3.0 mm ID×

150 mm または 250 mm) を 1 本用いた場合では，十分な分離は得られなかった (Figure 9A, 9B)．

さらに，クラウンエーテル型キラルカラム (5 μm, 3.0 mm ID×150 mm) を 2 本連結した場合で

も，室温条件下では良好なピーク分離は得られなかった (Figure 9C)． 
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Figure 7:  Chiral recognition of primary amine by chiral crown ether coated column 

The chiral recognition of DL-serine is achieved when a complex is formed between the ammonium ion 

derived from DL-serine and the cavity of the chiral crown ethers containing binaphthyls. 
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Figure 8:  Postulated fragment pattern and positive product ion spectra 

(A) The postulated fragment pattern and positive product ion spectrum of the precursor ion for D-serine and 

(B) for DL-serine-d3. 
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Figure 9:  Representative MRM chromatograms of D- and L-serine solution (1 μg/mL). 

(A) MRM chromatograms of the mixture of D- and L-serine at m/z 106.1＞60.0, respectively using 

ice-cold CROWNPAK CR-I(+) (5 μm, 3 mm ID×150 mm), (B) ice-cold CROWNPAK CR-I(+) (5 μm, 

3 mm ID×250 mm), (C) tandemly-arranged CROWNPAK CR-I(+) (5 μm, 3 mm ID×150 mm) at room 

temperature, and (D) tandemly-arranged and ice-cold CROWNPAK CR-I(+) (5 μm, 3 mm ID×150 

mm). Rs indicates the resolution degree. 
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2.3.2 ヒト血漿中 D- および L-serine 濃度測定法のサンプル前処理方法 

 ヒト血漿試料または PBS (100 μL) 中の D- および L-serine は acetonitrile 1 mL で抽出した後，

さらに OASIS MCX cartridge を用いた固相抽出により，分析カラム圧の低減を達成した．サンプ

ル前処理でより良好な回収率を得るために，D- および L-serine の第一級アミノ基を酸性条件で

イオン化した後，塩基を含む有機溶媒を用いて溶出させた．また，acetonitrile で抽出後の上清中

の水分含有量を 10% 以下に抑えることで，各添加濃度 (LQC，MQC および HQC) において 

90.1–106.8% と良好な回収率が得られた．D- および L-serine および内標準物質の回収率に顕著な

濃度依存は認められなかった． 

 

2.3.3 ヒト血漿中 D- および L-serine 濃度測定法 

  検量線は検量線用標準試料を測定したピーク面積比  (D-serine/D-serine-d3 および

L-serine/L-serine-d3) と調製濃度の関係から作成した．検量線は 1/x2 の重み付けを行い最小二乗法

により直線回帰した．D- および L-serine の検量線範囲は，それぞれヒト血漿中内因性濃度を定

量可能な 0.01–10 μg/mL および 0.1–100 μg/mL に設定した．D- および L-serine を同じ前処理方

法を用いて定量分析するため，D- および L-serine の検量線の直線性が担保できるよう，collision 

energy のパラメータを最適化し，D-serine の検出感度を L-serine の約 10 倍に設定した (Table 8)． 

 検量線の相関係数は 0.9965–0.9994 であり，標準試料の実測濃度の真度 (%RE) は ±15% 未満で

あった．D- および L-serine の LLOQ 試料のクロマトグラムは Figure 10A および 10C に示した． 

  代替マトリックスである PBS に D- および L-serine (LLQC，LQC，MQC および HQC，各 n=5) 

を添加して調製した QC 試料の D- および L-serine 濃度の真度および精度を Table 9 に示した．

分析日内および日間での真度 (%RE) および精度 (%CV) は -7.7–6.4% および 6.6% 以下であり，

本分析法の堅牢性を示した．さらに，代替マトリックスを使用する妥当性を示すために，ヒトブ

ランク血漿または既知濃度 (LQC，MQC および HQC) の D- および L-serine を添加したヒト血

漿 QC 試料 (各 n=5) を分析した．また，PBS で 2 倍希釈したヒト血漿 QC 試料同時に分析し

た．分析日内および日間での真度 (%RE) および精度 (%CV) は -7.8–8.1% および 6.3% 以下で

あり，“2.2.5 評価項目” に記載した基準を満たした．さらに，D- および L-serine のヒトブランク

血漿の IS で補正した MF はそれぞれ 0.853–0.982 および 0.648–0.829 であった．以上より，PBS 

が代替マトリックスとして科学的に妥当であることを示した． 

 D- および L-serine の標準溶液，PBS およびヒト血漿中における安定性を評価した．PBS (LQC 

および HQC) およびヒト血漿 (ブランク，LQC，MQC 添加および 2 倍希釈血漿) 中における D- 

および L-serine の残存率は，室温 6 時間，オートサンプラー (10°C，8 日間) 中，長期保存 (-30°C，

1 ヶ月)，3 回凍結融解条件下で 90.3–106.6% であり安定性に問題はなかった． 
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Table 9  Intra & inter-assay precision and accuracy for D- and L-serine  

Analyte Matrix  
Nominal 

conc. 
(μg/mL) 

Intra-assay (n=5)   Inter-assay (n=15) 
Average 

conc.  
(μg/mL) 

CV 
(%) 

RE  
(%)  

Average 
conc.  

(μg/mL) 
CV  
(%) 

RE  
(%) 

D-serine 

PBS 

LLQC 0.01 0.00974  5.6  -2.6  

 

0.00955  6.6  -4.5  

LQC 0.03 0.0316  3.8  5.2  

 

0.0308  3.3  2.6  

MQC 0.5 0.503  1.6  0.6  

 

0.514  3.8  2.8  

HQC 8 7.43  0.9  -7.2    7.38  1.8  -7.7  

Human  
plasma 

Unspiked - 0.210  4.5  - 

 

0.211  3.6  - 

+LQC 0.240  0.233  4.2  -2.8  

 

0.229  3.9  -4.5  

+MQC 0.710  0.767  1.4  8.0  

 

0.713  6.3  0.4  

+HQC 8.21  7.79  4.3  -5.1  

 

7.57  3.6  -7.8  

Diluted with PBS 0.105  0.108  4.5  3.0    0.104  6.1  -0.8  

L-serine 

PBS 

LLQC 0.1 0.106  3.5  6.4  

 

0.102  5.3  2.0  

LQC 0.3 0.306  1.8  2.1  

 

0.305  2.6  1.6  

MQC 5 5.06  2.4  1.3  

 

5.07  2.0  1.4  

HQC 80 75.1  1.8  -6.1    74.7  2.1  -6.6  

Human  
plasma 

Unspiked - 8.30  3.3  - 

 

8.27  3.7  - 

+LQC 8.60  8.63  2.8  0.4  

 

8.68  2.6  1.0  

+MQC 13.3  14.4  1.3  8.1  

 

13.5  5.4  1.9  

+HQC 88.3  86.4  3.5  -2.1  

 

85.0  2.7  -3.7  

Diluted with PBS 4.15  4.30  1.6  3.7    4.28  3.3  3.2  

Intra- and inter-day assay precision and accuracy in the surrogate matrix were evaluated using the D-serine 

spiked PBS samples at levels of 0.01 (LLQC), 0.03 (LQC), 0.5 (MQC), and 8 (HQC) μg/mL and the 

L-serine spiked PBS samples at levels of 0.1 (LLQC), 0.3 (LQC), 5 (MQC) and 8 (HQC) μg/mL, 

respectively. 

Intra- and inter-day assay precision and accuracy in human plasma were evaluated using the unspiked 

human plasma, D-serine spiked human plasma samples at levels of 0.03 (LQC), 0.5 (MQC), 8 (HQC) and 

L-serine spiked human plasma samples at levels of 0.3 (LQC), 5 (MQC) 80 (HQC) μg/mL, respectively, and 

2-fold diluted human plasma with PBS. 
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2.3.4 健康成人の血漿中 D- および L-serine 濃度測定 

  上記で構築した定量法を用いて，5 ロットのヒト血漿中 D- および L-serine 濃度を定量した．

ヒト血漿中 D- および L-serine の代表的なクロマトグラムを Figure 10B および 10D に示した．

D- および L-serine の peak intensity は LLOQ 試料より十分に高く，D- および L-serine の分離も

良好であった．ヒト血漿中 D- および L-serine 濃度は 0.124–0.199 および 7.97–13.1 μg/mL であ

り，これらの濃度値は，既報値と同程度であった [38, 57, 63] (Table 10)． 
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Figure 10:  MRM chromatograms of D- and L-serine and the IS. 

(A) Representative MRM chromatograms of D-serine and the IS from the LLOQ sample and (B) the human 

plasma sample, respectively. (C) Representative MRM chromatograms of L-serine and the IS from the blank 

sample, and (D) the human plasma sample, respectively. 
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          Table 10  Determination of D- and L-serine in individual human plasma 

Human plasma 
(Lot No.) 

 Calculated concentration (μg/mL) 

 D-serine L-serine 

MT134912  0.124  ± 0.003  9.95  ± 0.24  

MT134913  0.155  ± 0.013  13.1  ± 0.2  

MT136184  0.199  ± 0.005  8.16  ± 0.32  

MT136189  0.184  ± 0.020  7.97  ± 0.38  

WX014699F  0.140  ± 0.015  12.3  ± 1.2  

          Mean±SD (n=3) 
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2.4  考察 

 

  本章では LC/ESI-MS/MS による，誘導体化を必要としない D- および L-serine のヒト血漿中

濃度同時測定法を開発した．これまで，複数のヒト血漿中 D-serine 濃度測定法が報告されている．

Brückner らは，ヒト血清および尿中 D-serine およびその他アミノ酸を N(O)-pentafluoropropionyl- 

(2)-propyl ester 体に誘導体化し，GC/MS を用いて定量した [71]．また，4-fluoro-7-nitro-2,1,3- 

benzoxadiazole または o-phthaldialdehyde 等の誘導化剤を用いたヒト血漿中 D-serine 濃度測定法

が報告された [57, 63]．Visser らは，キラル誘導体化試薬である (S)-N-(4-nitrophenoxycarbonyl)- 

L-phenylalanine 2-methoxyethyl ester を用いて，LC/ESI-MS/MS によりヒト生体試料中 D-アミノ酸

濃度を定量した [64]．最近では，(R)-1-tert-butoxycarbonyl-2-piperidine carbonyl chloride により 

D-serine を誘導体化し，LC/ESI-MS/MS を用いたヒト血漿中 D-serine 濃度測定法が確立された  

[65]．しかし，これら現有の分析法を用いた場合，定量値が誘導化試薬の純度や誘導体化反応効率

および副生成物生成により影響を受ける問題点があった [39]．この問題点を解決するため，本研

究では誘導体化を必要としない D- および L-serine のヒト血漿中濃度同時測定法を開発した．分

析カラムとして，キラル固定相に binaphthyl 基を有するクラウンエーテル誘導体を有するクラウ

ンエーテル型キラルカラムを用い，0.3% trifluoroacetic acid in 10% acetonitrile を移動相に用いるこ

とで，D- および L-serine の良好な分離が得られた． 

 D- および L-serine のヒト血漿中濃度同時測定法の method qualification を実施したところ，ヒ

ト血漿 100 μL を用いて，血漿中 D- および L-serine を十分定量可能な 0.01–10 μg/mL および 

0.1–100 μg/mL の範囲で良好な直線性を示した．本章により，これまで報告事例のなかった，誘

導体化を必要としないヒト血漿中 D- および L-serine 分離分析が可能となった．また誘導体化を

経ないことで，サンプル前処理方法が簡便になるだけでなく，堅牢性の高い D- および L-serine の

定量法開発に至った．NMDA 型グルタミン酸受容体機能調節により，統合失調症や認知機能障害

に対する新規治療薬開発が進められる中，ヒト血漿中 D-serine 濃度および D-serine の DL-serine 

に対する割合により，薬物治療効果の高い患者層別化の可能性が示唆されている [38]．本研究で

構築した D- および L-serine の分離分析法は，新たな医薬品開発に有用であると考えられる． 



 

33 

第 3 章 LC/MS/MS を用いた D- および L-leucine のヒト血漿中濃度測定法の開発

 および動物血漿試料への応用 

 

3.1  序論 

 

 生体試料中の D- および L-アミノ酸は病態やアミノ酸代謝異常症の診断に有用なバイオマー

カーと報告されている [30, 31, 72]．Leucine は分岐鎖アミノ酸であり，骨格筋等の筋肉維持やエ

ネルギーバランスの調整を司る必須アミノ酸である [73-76]．D-Leucine は D-serine と同様に生体

中にごく微量に存在する D-アミノ酸であり，ラット尿中に存在することが最初に報告され [77]，

続いてマウス脳内組織に D- および L-leucine が存在することが報告された [78-80]．さらに 

Hamase らは，脳内ではグリア細胞等に発現する DAO 活性を欠損したマウスの脳および血清中 

D-leucine 濃度が，野生型マウスと比較して顕著に上昇することを見出した [79]．臨床レベルでも 

DAO 活性が減弱した肝硬変患者で，D-leucine の血漿中濃度が少なくとも健康成人の 3 倍以上に

上昇した [32]．また，メープルシロップ尿症と呼ばれる分岐鎖アミノ酸の常染色体劣性遺伝疾患

の診断には， L-leucine およびその他 L-分岐鎖アミノ酸のヒト血液中濃度測定が汎用されている 

[81, 82]．以上のことから，生体試料中の D- および L-leucine の分離分析法は，DAO 活性評価に

応用できるだけでなく，病態診断および創薬研究に有用である． 

 ヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法設定には，クロマトグラム上での D- および 

L-leucine の光学分割に加えて，DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine の構造異性体との分離が求

められる．さらに，生体試料中に存在する L-leucine は D-leucine と比較して顕著に多いため，ク

ロマトグラム上で十分に分離し，濃度値に影響を及ぼさないことが重要である．既存の分析法で

は健康成人のヒト血漿中 D-leucine を測定するには感度が不十分，もしくは煩雑な誘導体化が必

須である等の欠点がある [32, 64, 77-80, 83, 84]． 

 そこで本章では，誘導体化を必要としないより堅牢性の高いヒト血漿中 D- および L-leucine 定

量法を開発した．さらに，本定量法を用いて各種動物血漿中 D- および L-leucine の濃度測定に

応用し，D-leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比の種差について検討した． 
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3.2  実験材料と試験方法 

 

3.2.1  実験材料 

 D-Leucine (純度 ; 100%)， L-leucine (純度 ; 99.8%)， DL-isoleucine (純度 ; 100%) および 

D-allo-isoleucine (純度; 99.5%) は和光純薬工業より購入した．L-allo-isoleucine (純度＞99.0%) は 

Sigma-Aldrich，内標準物質である DL-leucine-d7 (純度＞98.9%) は C/D/N Isotopes (Quebec, Canada) 

より購入した．ヘパリンナトリウム含有マウス (8 週齢，雄)，ラット (8 週齢，雄) およびサル (3 

年齢，雄) 血漿はハムリー (茨城) より購入した．ヘパリンナトリウム含有イヌ (12 ヶ月齢，雄) 血

漿は，北山ラベス (長野) より購入した．K2EDTA 含有ヒト (白色人種，男性および女性) 血漿 は

日本生物材料センターより購入した．その他の試薬は分析用グレードを使用した． 

 

3.2.2  LC/MS/MS 分析条件 

  HPLC は “1.2.2 LC/MS/MS 分析条件” に記載したシステムを用いた．質量分析装置は ESI プ

ローブを装着した，API5000 トリプル四重極質量分析装置を使用した．分析カラムはガードフィ

ルターを接続した両性イオン型キラルカラム CHIRALPAK ZWIX(-) (3 μm, 4.0 mm ID×250 mm, 

ダイセル，東京) を使用した．移動相は methanol/acetonitrile/1 mol/L ammonium formate/formic acid 

(500:500:25:2, v/v/v/v) を用い，カラム温度 25°C，流速 0.5 mL/min のアイソクラティックモード

で分析した．ヒートガス温度は 650ºC，イオンスプレー電圧は 5,500 V，イオンソースガス 1 は 

40 psi，イオンソースガス 2 は 45 psi に設定した．MRM イオンおよび各種パラメータは Table 

11 に記載した． 

 

3.2.3  標準溶液，検量線標準用試料，QC 試料および内標準溶液の調製 

  D-Leucine，DL-isoleucine，D-allo-isoleucine，L-allo-isoleucine および DL-leucine-d7 を 1 mg 秤量

して褐色メスフラスコに採取し，水を加えて正確に 10 mL とし，それぞれ 0.1 mg/mL の標準原

液を調製した．L-Leucine を 100 mg 秤量して褐色メスフラスコに採取し，水を加えて正確に

10 mL とし，10 mg/mL の標準原液を調製した．なお，L-leucine の 0°C の水に対する溶解度は，

22.7 mg/mL と報告されている [85]．標準原液に acetonitrile 等の有機溶媒を添加すると，化合物

の析出等が認められたため，水を用いて標準原液を作成した．DL-Leucine-d7 の内標準溶液は，0.1 

および 100 μg/mL に調製した．すべての溶液は 4°C 設定の冷蔵庫に保管した． 
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D- および L-leucine の検量線用標準試料は，PBS 100 μL に終濃度として 0.001，0.002，0.005，

0.02，0.1，0.2，1 および 1，2，5，20，100，200，500，1,000 μg/mL となるように標準溶液を添

加した．なお，検量線用標準試料は用時調製した．QC 試料の濃度は “1.2.3 標準溶液，検量線標

準用試料，QC 試料および内標準溶液の調製” の設定方法に従った．QC 試料は PBS に D-leucine 

の終濃度として 0.001 (LLQC)，0.003 (LQC)，0.05 (MQC) および 0.8 μg/mL (HQC)，L-leucine の

終濃度として 0.1 (LLQC)，3 (LQC)，50 (MQC) および 800 μg/mL (HQC) となるように標準溶液

を添加して調製した．また，代替マトリックスとして使用した PBS の妥当性を検証するため，

ヒトブランク血漿に既知濃度 (D-leucine; 0.003, 0.05 および 0.8 μg/mL，L-leucine; 3, 50 および 

800 μg/mL) の D- および L-leucine を添加，およびヒト血漿を PBS で 2 倍希釈したヒト血漿 

QC 試料を調製した．調製した QC 試料は分析まで -30°C 設定の冷凍庫に保存した． 

 

3.2.4  サンプル前処理方法 

  血漿試料または PBS 100 μL をガラス試験管に採取し，検量線用標準溶液および 0.1 μg/mL 

(D-leucine 測定時) または 100 μg/mL (L-leucine 測定時) の DL-leucine-d7 10 μL (ブランクサンプ

ルには水を 10 μL) を添加した．さらにりん酸 4 μL および acetonitrile 1 mL を加えて攪拌後，

21,600×g で 5 分間遠心した．遠心後の上清を acetonitrile 1 mL および water/formic acid (50:1, 

v/v) で前処理したミックスモードの逆相-強陽イオン交換ポリマー  (OASIS MCX cartridge, 

30 mg/1 cc, Waters) に供した．OASIS MCX cartridge を 50% acetonitrile および 95% acetonitrile で

洗浄後，methanol/25% ammonium solution (19:1, v/v) を用いて D-, L-leucine および DL-leucine-d7 を

溶出した．溶出液は室温で窒素ガス気流下濃縮乾固した．D-Leucine 測定用サンプルは 

methanol/acetonitrile/1 mol/L ammonium formate/formic acid (500:500:25:2, v/v/v/v) 100 μL で再溶解

し，20 μL を LC/MS/MS にて分析した．L-Leucine 測定用サンプルは水 1 mL で再溶解後，希釈

溶媒である methanol/acetonitrile/1 mol/L ammonium formate/formic acid (500:500:25:2, v/v/v/v) を用

いてさらに 10 倍希釈し，2 μL を LC/MS/MS にて分析した． 

Table 11  Mass spectrometric parameters for D- and L-leucine 

Compound Molecular 
weight 

Precursor ion 
(m/z) 

Product ion 
(m/z) 

Mass spectrometric parameters 
DP 
(V) 

EP 
(V) 

CE 
(eV) 

CXP 
(V) 

D-leucine 131.17 132.1 43.0 45 10 35 8 

L-leucine 131.17 132.1 43.0 45 10 35 8 

DL-leucine-d7 138.22 139.2 93.0 81 10 17 12 

DP, declustering potential; EP, entrance potential; CE, collision energy; CXP, collision cell exit 
potential 
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3.2.5  評価項目 

  LC/MS/MS を用いたヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法の妥当性を評価するために，

method qualification を実施した．実施項目は “1.2.5 評価項目” に記載した内容に準じた． 

 検量線は検量線用標準試料を測定したピーク面積比  (D-leucine/D-leucine-d7 および

L-leucine/L-leucine-d7) と調製濃度の関係から作成した．検量線は 1/x2 の重み付けを行い，以下の

検量線モデルを用いて最小二乗法により直線回帰した． 

 

検量線モデル: y = ax + b，最小二乗法 

x:  調製濃度 (μg/mL): Cnominal 

y:  ピーク面積比 

a:  傾き 

b:  y-切片 

r:  相関係数 

 

 検量線の直線性は，検量線用標準試料の実測濃度の真度 (%RE) および相関係数を求めて評価

した．各濃度の真度は，理論値の ±15% 以内とし，定量下限のみ ±20% 以内とした． 

 分析日内および日間での真度および精度を評価するため，PBS に D- および L-leucine (LLQC，

LQC，MQC および HQC) を添加して調製し，3 回の異なる分析単位で繰り返し分析した．さら

に，代替マトリックスとして使用した PBS の妥当性を検証するため，ヒトブランク血漿または

既知濃度 (LQC，MQC および HQC) の D- および L-leucine を添加，および PBS で 2 倍希釈

したヒト血漿 QC 試料を調製し，3 回の異なる分析単位で繰り返し分析した．QC 試料の実測濃

度の平均値の真度 (%RE) および精度 (%CV) を算出して日内再現性を評価した．また，3 日間の

実測濃度の平均値について真度および精度を求め，日間再現性を評価した．QC 試料の真度の基

準は，理論値の ±15% 以内とし，定量下限のみ ±20% 以内とした．各濃度における定量値の精

度は 15% 以下とした．ただし，定量下限では 20% 以下とした． 

 D- および L-leucine の回収率は，D- および L-leucine を PBS に添加して (D-leucine, 0.003, 0.05 

および 0.8 μg/mL, L-leucine; 3, 50 および 800 μg/mL) 前処理したピーク面積比と，対照サンプルの

ピーク面積比から回収率を求めた．DL-leucine-d7 の回収率は，DL-leucine-d7 を PBS に添加して 

(0.1 および 100 μg/mL) 前処理したピーク面積比と，対照サンプルのピーク面積比から回収率を

求めた．回収率の基準は設定しないが，各濃度で再現性があることが重要である． 

 D- および L-leucine のレスポンスについてヒト血漿中のマトリックス由来成分による影響を

評価した．マトリックス効果は，マトリックスファクター (MF) の算出により評価した．MF を

算出前にあらかじめブランク血漿中 D- および L-leucine 濃度を定量した．D- および L-leucine 

の MF は，マトリックスに既知濃度 (D-leucine; 0.05 μg/mL, L-leucine; 50 μg/mL) を加えたピーク

面積比と，マトリックス非存在下で D- および L-leucine の内因性濃度に既知濃度 (D-leucine; 
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0.05 μg/mL, L-leucine; 50 μg/mL) を加えたピーク面積比を比較して算出した． 

 D- および L-leucine の標準溶液中およびヒト血漿中安定性を評価した．ヒト血漿 (ブランク，

MQC 添加および 2 倍希釈血漿) 中の長期保存 (-30°C，45 日間) および 3 回凍結融解安定性を

評価した．安定性評価は初期濃度値の ±15% 以内を基準とした． 

 

3.2.6  データ処理 

  “2.2.6 データ処理” に記載した方法に準じた．
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3.3  実験結果 

 

3.3.1  D- および L-leucine の LC/MS/MS 分析条件の設定 

 LC/MS/MS を用いた D- および L-leucine のヒト血漿中濃度測定には，D- および L-leucine と

光学異性体および leucine の構造異性体との正確な分離分析が求められる．本研究では，誘導体

化を経ずに高感度かつ高選択的な D- および L-leucine の分離条件を最適化した． 

 trans-2-aminocyclohexane sulfonic acid と chinchona alkaloid から構成される，両性イオン型キラ

ルカラムを用いて分離条件を検討した [86, 87] (Figure 11)．キラル固定相と両性イオン状態の D- 

および L-leucine の静電気的相互作用により光学異性体分離が可能になる [88, 89]．D- および 

L-leucine の分離分析には，移動相に用いる有機溶媒，添加剤および水分量の最適化が求められる． 

 分析カラムとして上述した両性イオン型キラルカラム (3 μm, 4.0 mm ID×250 mm)，移動相とし

て methanol/acetonitrile/1 mol/L ammonium formate/formic acid (500:500:25:2, v/v/v/v) を用い，

0.5 mL/min のアイソクラティックモードで分析したところ，D- および L-leucine のピーク分離度 

(Rs) は 4.76 と，良好な分離が得られた．Leucine の第一級アミノ基をイオン化させるためには， 

methanol や水などのプロトン性溶媒の添加が必須である．さらに，キラル固定相と両性イオン状

態の D- および L-leucine の静電気的相互作用のためには，酸および添加剤を適切な割合で添加

する必要がある [86]．検討の結果，formic acid と ammonium formate を上記の割合で添加するこ

とで，良好な D- および L-leucine の分離が得られた． 

 

3.3.2  DL-leucine と DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine の識別 

  生体試料中に存在する leucine に化学的性質が類似したアミノ酸は，D- および L-leucine の分

離分析をより複雑化する [64]．クロマトグラム上での正確な分離分析を行うために，DL-leucine の

構造異性体である DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine との分離は重要である．Leucine および 

isoleucine の分子量は同じで，かつ MS/MS において CO2H2 が脱離した m/z 86 の immonium ion 

をフラグメントイオンとして有するが，DL-leucine に特異的な m/z 43 のフラグメントイオンを用

いることで  DL-isoleucine および  DL-allo-isoleucine との識別が可能であった  (Figure 12)．

DL-leucine，DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine の各溶液 (10 ng/mL) を分析した代表的な 

MRM クロマトグラムを Figure 13 に示した． 
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Figure 12:  Postulated fragment pattern and positive product ion spectra 

(A) The postulated fragment pattern and positive product ion spectrum of the precursor ion for D-leucine 

and (B) for DL-leucine-d7. 
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Figure 11:  Chemical structure of zwitterionic chiral selector 

The chiral recognition of DL-leucine is achieved when a complex is formed between the zwitterionic chiral 

selectors and ampholytic DL-leucine based on the synergistic double electrostatic interaction. 
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Figure 13:  Representative MRM chromatograms of DL-leucine, DL-isoleucine and DL-allo-leucine solution 

(10 ng/mL). 

(A) Representative MRM chromatograms of the mixture of D- and L-leucine solution at m/z 132.1＞86.0, (B) 

m/z 132.1＞43.0, (C) the mixture of D- and L-isoleucine solution at m/z 132.1＞86.0, (D) m/z 132.1＞43.0, 

and (E) the mixture of D- and L-allo-isoleucine solution at m/z 132.1＞86.0, and (F) m/z 132.1＞43.0, 

respectively. 
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3.3.3 ヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法のサンプル前処理方法 

 ヒト血漿試料または PBS (100 μL) 中の D- および L-leucine は，りん酸 4 μL を添加後

acetonitrile 1 mL で抽出し，さらに OASIS MCX cartridge を用いて固相抽出を行った．サンプル前

処理で良好な回収率を得るために，D- および L-leucine の第一級アミノ基を酸性条件下でイオン

化した後，OASIS MCX cartridge (30 mg/1 cc) を用いて，塩基を含む有機溶媒を用いて溶出させた．

ヒト血漿中 D-leucine 濃度は L-leucine と比較して顕著に低いため，D- および L-leucine 濃度を

定量可能な検量線範囲を設定するには，D- および L-leucine 測定用サンプルを別の希釈方法で準

備する必要があった．PBS で調製した QC 試料 (LQC，MQC および HQC) からの D- および 

L-leucine の回収率 87.4–99.8%，D-leucine-d7 (0.01 μg/mL) および L-leucine-d7 (10 μg/mL) の回収率

は 95.3% および 88.3% と良好であった．また，D-, L-leucine および内標準物質の回収率に濃度

依存は認められなかった． 

 

3.3.4 ヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法 

  検量線は検量線用標準試料を測定したピーク面積比  (D-leucine/D-leucine-d7 および

L-leucine/L-leucine-d7) と調製濃度の関係から作成した．検量線は 1/x2 の重み付けを行い最小二乗

法により直線回帰した．D- および L-leucine の検量線範囲は，それぞれヒト血漿中内因性濃度を

定量可能な  0.001–1 μg/mL および  1–1,000 μg/mL に設定した．検量線の相関係数  (r) は 

0.9967–0.9996 であり，検量線用標準試料の実測濃度の真度 (%RE) は ±15% 未満であった．D- お

よび L-leucine の LLOQ 試料のクロマトグラムは Figure 14A および 14C に示した．また，最高

濃度の検量線用標準試料に続けてブランクサンプルを測定したが，キャリーオーバーによる D- 

および L-leucine のピークは検出されなかった． 

 代替マトリックスである PBS に D- および L-leucine (LLQC，LQC，MQC および HQC，各 

n=5) を添加して調製した QC 試料の D- および L-leucine 濃度の真度および精度は，Table 12 に

示した．分析日内および日間での真度 (%RE) および精度 (%CV) は -7.6–5.8% および 10.8% 以

下であり，本分析法の堅牢性を示した．さらに，代替マトリックスを使用する妥当性を示すため

に，ヒトブランク血漿または既知濃度 (LQC，MQC および HQC) の D- および L-leucine を添

加したヒト血漿 QC 試料 (各 n=5) を分析した．また，PBS で 2 倍希釈したヒト血漿 QC 試料

も分析した．分析日内および日間での真度 (%RE) および精度 (%CV) は -2.0–9.8% および 8.9% 

以下であり，“3.2.5 評価項目” に記載した基準を満たした．以上の結果，ヒト血漿中 D- および 

L-leucine 濃度測定に，PBS が代替マトリックスとして科学的に妥当であった． 

  D- および  L-leucine の水溶液およびヒト血漿中における安定性を評価した．D- および 

L-leucine は水溶液中 4°C 保存下で 120 日間安定であった．また，ヒト血漿 (ブランク，MQC 添

加および 2 倍希釈血漿) 中における D- および L-leucine の残存率は，長期保存 (-30°C，45 日

間)，3 回凍結融解条件下で 94.4–108.9% であり安定性に問題はなかった (Table 13)． 
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Figure 14:  MRM chromatograms of D- and L-leucine and the IS. 

(A) Representative MRM chromatograms of D-leucine and the IS from the LLOQ sample in PBS and (B) the human 

plasma sample, respectively. (C) Representative MRM chromatograms of L-leucine and the IS from the LLOQ 

sample in PBS and (D) the human plasma sample, respectively.  
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Table 12  Intra & inter-assay precision and accuracy for D- and L-leucine  

Analyte Matrix  
Nominal 

conc. 
(μg/mL) 

Intra-assay (n=5)   Inter-assay (n=15) 
Average 

conc.  
(μg/mL) 

CV  
(%) 

RE 
(%)  

Average 
conc.  

(μg/mL) 
CV  
(%) 

RE  
(%) 

D-leucine 

PBS 

LLQC 0.001 0.000975  4.8  -2.5  

 

0.000964  7.0  -3.6  

LQC 0.003 0.00317  4.3  5.8  

 

0.00317  4.0  5.6  

MQC 0.05 0.0518  1.7  3.5  

 

0.0521  2.6  4.3  

HQC 0.8 0.742  2.6  -7.2    0.739  2.8  -7.6  

Human  
plasma 

Unspiked - 0.00464  8.5  - 

 

0.00471  6.0  - 

+LQC 0.00764  0.00781  6.6  2.3  

 

0.00778  5.6  1.9  

+MQC 0.0546  0.0600  3.5  9.8  

 

0.0594  3.0  8.7  

+HQC 0.805  0.831  3.0  3.3  

 

0.815  3.4  1.3  

Diluted with PBS 0.00232  0.00227  8.9  -2.0    0.00235  8.2  1.2  

L-leucine 

PBS 

LLQC 1 0.950  10.8  -5.0  

 

0.983  8.4  -1.7  

LQC 3 3.02  5.0  0.6  

 

3.01  5.8  0.4  

MQC 50 51.1  2.0  2.2  

 

50.8  1.6  1.5  

HQC 800 785  1.5  -1.8    769  2.9  -3.9  

Human  
plasma 

Unspiked - 10.0  4.6  - 

 

10.1  4.7  - 

+LQC 13.0  13.7  4.4  4.7  

 

13.4  5.1  2.4  

+MQC 60.0  64.9  5.3  8.1  

 

63.3  4.9  5.5  

+HQC 810  821  2.4  1.3  

 

812  4.5  0.3  

Diluted with PBS 5.02  5.17  8.8  3.0    5.19  6.7  3.3  

Intra- and inter-day assay precision and accuracy in the surrogate matrix were evaluated using the D-leucine 

spiked PBS samples at levels of 0.01 (LLQC), 0.03 (LQC), 0.5 (MQC), and 8 (HQC) μg/mL and the 

L-leucine spiked PBS samples at levels of 0.1 (LLQC), 0.3 (LQC), 5 (MQC) and 8 (HQC) μg/mL, 

respectively. 

Intra- and inter-day assay precision and accuracy in human plasma were evaluated using the unspiked human 

plasma, D-leucine spiked human plasma samples at levels of 0.03 (LQC), 0.5 (MQC), 8 (HQC) and L-leucine 

spiked human plasma samples at levels of 0.3 (LQC), 5 (MQC) 80 (HQC) μg/mL, respectively, and 2-fold 

diluted human plasma with PBS. 
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Table 13  Summary of stability test of D- and L-leucine 

Analyte Matrix 
Analyte conc. 

(μg/mL) Temperature Period 
% of 

remaining 

D-leucine 

water 100 4°C 120 days 101.7 

Human  
plasma 

Unspiked 

-30°C 45 days 

108.9 

+MQC 105.3 

Diluted with PBS 106.6 

Unspiked 

Freeze/thaw 3 cycles 

97.1 

+MQC 100.7 

Diluted with PBS 105.1 

L-leucine 

water 100 4°C 120 days 103.1 

Human  
plasma 

Unspiked 

-30°C 45 days 

94.4 

+MQC 95.4 

Diluted with PBS 99.6 

Unspiked 

Freeze/thaw 3 cycles 

101.3 

+MQC 98.6 

Diluted with PBS 98.9 

Mean±SD (n=3) 

 

 

 

 

 

 

 

Table 14  Determination of D- and L-leucine in individual human plasma 

Human plasma 
(Lot No.) 

 Calculated concentration (μg/mL) 

 D-leucine L-leucine 

WX014699F  0.00368 ± 0.00025 21.0 ± 1.5 

GX025236  0.00281 ± 0.00021 18.9 ± 0.8 

MT134912  0.00591 ± 0.00042 13.8 ± 0.7 

MT136184  0.00466 ± 0.00024 9.63 ± 0.15 

MT136190  0.00197 ± 0.00017 24.7 ± 0.6 

Mean±SD (n=3) 
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3.3.5 健康成人の血漿中 D- および L-leucine 濃度測定 

  上記で構築した定量法を用いて，5 ロットのヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度を定量した．

ヒト血漿中 D- および L-leucine の代表的なクロマトグラムは Figure 14B および 14D に示した．

D- および L-leucine の peak intensity は LLOQ 試料より十分に高く，D- および L-leucine の分離

も良好であった．ヒト血漿中  D- および  L-leucine 濃度は  0.00197–0.00591 および 

9.63–24.7 μg/mL であり (Table 14)，これらの濃度値は既報値と同程度であった [64]． 

 

3.3.6 D-leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比の種差検討 

 マウスおよびヒトにおいて DAO 活性により D-leucine の血漿中濃度が影響を受けることが報

告された [32, 79]．そこで，本研究で開発した定量法を各種動物血漿中 D- および L-leucine の濃

度測定に応用し，D-leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比の種差を検討した． 

 代替マトリックスである PBS に D- および L-leucine (LLQC，LQC，MQC および HQC) を添

加して調製した QC 試料および各種動物ブランク血漿，または既知濃度 (MQC) の D- および 

L-leucine を添加した血漿および PBS で 2 倍希釈した動物血漿 QC 試料を分析したところ，分

析日内での真度 (%RE) および精度 (%CV) は -7.6–6.6% および 10.8% 以下であり，基準を満た

した．さらにヒトおよび各種動物ブランク血漿の IS で補正した MF は 0.920–1.23，CV は 8.1% 

以下であり，顕著なマトリックス効果は認められなかった (Table 15)．以上より，本定量法は各

種動物血漿中 D- および L-leucine の濃度測定にも適応可能であることが確認された． 

 ヒトおよび各種動物血漿中 D- および L-leucine 濃度および D-leucine の DL-leucine 濃度に対

する比を Table 16 に示した．ヒトおよび各種動物種に拘らず，D-leucine の血漿中濃度は L-leucine 

と比較して顕著に低い値であった．D-Leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比に

は顕著な種差が認められた．マウスおよびラット血漿中 D-leucine 濃度は，ヒト血漿中濃度の約 

116 および 34 倍であったものの，L-leucine 濃度はヒト血漿中濃度の 2 倍以内であった．さら

に，マウスおよびラット血漿中 D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比は，ヒトの 97–142 およ

び 25–44 倍であった．イヌおよびサル血漿中 D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比は，げっ

歯類とヒトの中間程度であったが，特にサルで顕著な個体差が認められた．
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      Table 15  IS-normalized MF of D- and L-leucine in pooled plasma samples 

Species 
 IS-normalized MF 

 D-leucine L-leucine 

Mouse  1.23 ± 0.05 1.07 ± 0.01 

Rat  1.23 ± 0.08 1.05 ± 0.03 

Dog  0.920 ± 0.047 1.07 ± 0.03 

Monkey  1.06 ± 0.09 1.10 ± 0.01 

Human  0.973 ± 0.059 1.03 ± 0.02 

      Mean±SD (n=3) 

      MF = Peak area of sample for matrix effect*1/mean peak area of reference*2 

      IS-normalized MF = MF of analyte/MF of IS 

      *1 Pooled plasma for matrix effect was prepared by spiking standard solution in processed sample. 

      *2 Reference was prepared by spiking standard solution at the concentration of the endogenous  

      level plus 0.05 and 50 μg/mL of D- and L-leucine, respectively. 

Table 16  Concentrations of D- and L-leucine and their corresponding ratios of D-leucine to DL-leucine 

from individual plasma concentrations in humans and animals 

Species  D-leucine (μg/mL) L-leucine (μg/mL) Ratios of D-leucine to DL-leucine 

Mouse  0.441 ± 0.237 15.9 ± 2.9 1.13 × 10-2 – 4.71 × 10-2 

Rat  0.129 ± 0.070 16.4 ± 1.8 3.51 × 10-3 – 1.21 × 10-2 

Dog  0.0243 ± 0.0048 24.5 ± 4.3 7.29 × 10-4 – 1.40 × 10-3 

Monkey  0.211 ± 0.181 38.7 ± 37.0 3.86 × 10-4 – 8.49 × 10-3 

Human  0.00380 ± 0.00155 17.6 ± 6.0 7.95 × 10-5 – 4.83 × 10-4 

Mean±S.D. (n=5 individual animals or human plasma) 
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3.4  考察 

 

  本章では LC/ESI-MS/MS による，誘導体化を必要としない D- および L-leucine のヒト血漿中

濃度測定法を開発した．生体試料中  D- および  L-leucine 濃度測定法構築には，D- および 

L-leucine の光学分割に加えて，構造異性体である DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine との分

離が求められる．これまで，複数の生体試料中 D-leucine 濃度測定法が誌上発表されている．

Armstrong らは，o-phthalic dicarboxaldehyde で誘導体化した D-leucine および他の D-アミノ酸を，

クラウンエーテル型キラルカラム CROWNPAK CR(+) と C18 reversed phase column (100×4.6 mm, 

Advanced Separation Technology) を用いて分離し，蛍光検出 HPLC 法によって検出した [77]．ま

た誘導体化剤として 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBD-F) および1-fluoro-2,4-dinitrophenyl- 

5-L-alanine amide (Marfey’s reagent) を用いた HPLC 法による D- および L-leucine の分離分析法

も報告されている [78-80, 90-92]．ヒト尿および血清中 D-leucine および他の D-アミノ酸を

N(O)-pentafluoropropionyl-(2)-propyl ester または heptafluorobutyl chloroformate に誘導体化した後，

GC/MS を用いた定量法が報告された [71, 83, 84]．さらに，methyl chloroformate に誘導体化した 

D-および  L-アミノ酸を  2 次元ガスクロマトグラフィー飛行時間型質量分析法  (Gas 

chromatography/time-of-flight mass spectrometry; GC×GC/TOF-MS) により分析する定量法も報告さ

れている  [32]．Visser らは，キラル誘導体化試薬である  (S)-N-(4-nitrophenoxycarbonyl)- 

L-phenylalanine 2-methoxyethyl ester を用いて，LC/ESI-MS/MS によりヒト生体試料中 D-leucine 濃

度を定量した [64]．これらの分析法はいずれも D- および L-leucine を分離分析するために，誘

導体化剤を用いたものである．先述の通り，誘導体化反応を必要とする分析法は定量性の低下，

副生成物生成のリスク，さらにはサンプル前処理が煩雑になるなどの問題点がある．そこで，本

研究では誘導体化を必要としない D- および L-leucine のヒト血漿中濃度測定法を開発した．両

性イオン型キラルカラムを使用し，methanol/acetonitrile/ammonium formate/formic acid 混液を移動

相に用いることで，D- および L-leucine の良好な分離が得られた．さらに DL-leucine 特異的なフ

ラグメントイオンにより DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine との識別が可能であった． 

 D- および L-leucine のヒト血漿中濃度測定法の method qualification を実施したところ，ヒト血

漿 100 μL を用いて，血漿中 D- および L-leucine 濃度を十分定量可能な 0.001–1 μg/mL および 

1–1,000 μg/mL の範囲で良好な直線性を示した．さらに，本定量法を用いて各種動物血漿中 D- お

よび L-leucine の濃度測定に応用し，D-leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比の

種差について検討した．その結果，げっ歯類における  D-leucine 濃度および  D-leucine の 

DL-leucine に対する割合は，ヒトと比較して顕著に高い値を示したため，DAO 活性には顕著な種

差が存在することが示唆された．DAO 活性欠損マウスの脳および血清中 D-leucine 濃度が，野生

型マウスと比較して顕著に上昇したことから [79, 93]，本研究で認められた種差および個体差の原

因の一つとして DAO 活性差が考えられ，アミノ酸代謝の種差に関する新たな知見が得られた． 
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 本章により，これまで報告事例のなかった，誘導体化を必要としないヒト血漿中 D- および

L-leucine の分離分析が可能となった．本定量法は，非臨床および臨床試験における血漿中 D- お

よび L-leucine 測定に有用であると考えられる． 
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総 論 

 

 医薬品開発における前臨床および臨床試験段階での適切なバイオマーカーの利用は，医薬品候

補化合物の選択，適切な投与量選択，薬効がより期待される患者層の特定，薬物間相互作用およ

び安全性評価等を可能にする．特に，生体内因性物質として存在する低分子生理活性物質のうち，

特定の病態により変動するものは，疾患関連バイオマーカーとして医薬品開発効率向上への貢献

が期待される．一例として，cholesterol 代謝物である 24S-HC およびアミノ酸 (DL-serine および 

DL-leucine) は中枢神経疾患またはアミノ酸代謝異常疾患に関連する低分子バイオマーカーと報

告されており，創薬研究に活用できると考えられる [27-32]．しかし，これまで，これら低分子バ

イオマーカーのヒト血漿中濃度測定には，定量性の低下の懸念がある煩雑な誘導体化が必須であ

った．そこで，本研究では中枢神経疾患およびアミノ酸代謝異常疾患のバイオマーカーである 

24S-HC，DL-serine および DL-leucine のヒト血漿中濃度測定法において，煩雑な誘導体化を必要

としない，LC/MS/MS を用いた高感度かつ高選択的な分離分析法を開発した． 

 2013 年に発出された FDA ドラフトガイダンスでは，バイオマーカーの測定値を医薬品候補化

合物の有効性および安全性評価ならびに投与量設計等承認申請に用いる場合，生体試料中薬物濃

度分析試験と同様に，分析法バリデーションの必要性が明記された [23]．また，分析法構築にお

ける評価項目は，生体試料中薬物濃度分析と同様に選択性，検量線用標準試料の直線性，分析日

内および日間での真度および精度，再現性および安定性評価が挙げられる．さらに，バイオマー

カー測定の場合は，測定対象物質を含まない生体試料を入手することが困難なため，分析法を構

築する過程で，使用する代替マトリックスの妥当性を示すことが必要である．これら堅牢性の高

い分析法により精度の高い測定値を得ることは，医薬品開発における安全性や有効性評価あるい

は薬物治療効果の高い患者の層別化に重要である． 

 第 1 章では，脳内 cholesterol 恒常性マーカーおよび中枢神経疾患であるアルツハイマー病や

多発性硬化症のバイオマーカーとして注目される，ヒト血漿中 24S-HC の高感度かつ高選択的な

新規定量法を開発した．24S-HC の検量線用標準試料は，代替マトリックスに 1% (w/v) Tween 80 

含有 PBS を用いて作成した．今回開発したヒト血漿中 24S-HC 分析法は，サンプル前処理段階

で誘導体化を経ずに，他の生体内因性 oxysterols である 4α-HC，4β-HC，7α-HC，7β-HC，22R-HC，

25-HC および 27-HC との分離分析を初めて可能にした．本分析法の 24S-HC に対する選択性は，

クロマトグラム上での分離に加えて，24S-HC 定量分析用の mass transition (m/z 367.6＞105.0) お

よび，別の mass transition (m/z 385.6＞105.0) により得られたピーク面積比 (transition ratio) が一定

であることで確認した．さらに既存の 24S-HC 分析法では，ヒト血漿中に遊離体，脂肪酸エステ

ルおよび硫酸エステルで存在する 24S-HC の鹸化が不十分な点に着目し，鹸化条件を最適化した．

検量線範囲は中枢神経疾患が進行した患者の血漿中 24S-HC 濃度も測定可能な 1–100 ng/mL に

設定した．また，代替マトリックスで作成した QC 試料およびヒトブランク血漿または既知濃度

の 24S-HC を添加したヒト血漿 QC 試料の分析日間および日内の真度および精度は良好であり，
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使用した代替マトリックスが科学的に妥当であることが確認出来た．さらに，本分析法を用いて

得られた男性および女性健康成人の血漿中 24S-HC 濃度値は既報と同等であり，本分析法の妥当

性が確認されるとともに，実際のヒト血漿試料分析にも適応可能であった．本研究により，

LC/APCI-MS/MS を用いた堅牢性の高いヒト血漿中 24S-HC 濃度測定法を開発した． 

 第 2 章では，統合失調症等の NMDA 受容体機能障害疾患のバイオマーカーとして注目される，

D- および L-serine のヒト血漿中濃度同時測定法を開発した．D- および L-serine は水溶性が高い

ため，検量線用標準試料は代替マトリックスに PBS を用いて作成した．今回開発したヒト血漿

中 D- および L-serine 分析法は，サンプル前処理段階で誘導体化を経ずに，氷冷下で 2 本連結

したクラウンエーテル型キラルカラムを用いて，最適化した移動相 (0.3% trifluoroacetic acid in 

10% acetonitrile) 条件下で，良好な分離分析 (分離度 2.25) を可能にした．D- および L-serine の

検量線範囲は 0.01–10 μg/mL および 0.1–100 μg/mL に設定し，代替マトリックスで作成した QC 

試料およびヒトブランク血漿または既知濃度の D- および L-serine を添加したヒト血漿 QC 試

料の分析日間および日内の真度および精度は良好であった．さらに，本分析法を用いて得られた，

ヒト血漿中 D- および L-serine 濃度値は既報と同等であった．本研究により，LC/ESI-MS/MS を

用いた堅牢性の高いヒト血漿中 D- および L-serine 濃度測定法を開発した． 

 第 3 章では，遺伝性のアミノ酸代謝異常のバイオマーカーとして報告される D- および 

L-leucine のヒト血漿中濃度測定法を開発した．D- および L-serine と同様に，検量線用標準試料

は代替マトリックスに PBS を用いて作成した．本研究により開発したヒト血漿中 D- および 

L-leucine 分析法は，サンプル前処理段階で誘導体化を経ずに，両性イオン型キラルカラムを用い，

最適化した移動相  (methanol/acetonitrile/1 mol/L ammonium formate/formic acid, 500:500:25:2, 

v/v/v/v) 条件下で，良好な分離分析 (分離度: 4.76) が可能になった．さらに DL-leucine に特異的

なプロダクトイオンを用いることで，生体試料中に内因性成分として存在する構造異性体 

DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine との分離分析を同時に達成した．検量線範囲はヒト血漿中 

D- および L-leucine 濃度を定量可能な範囲に設定し，代替マトリックスで作成した QC 試料およ

びヒトブランク血漿または既知濃度の D- および L-leucine を添加したヒト血漿 QC 試料の分析

日間および日内の真度および精度は良好であった．さらに，本分析法を用いて得られた，ヒト血

漿中 D- および L-leucine 濃度値は既報と同等であった．本研究により，LC/ESI-MS/MS を用い

た堅牢性の高いヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法を開発し，さらに動物血漿中 D- およ

び L-leucine 濃度の種差検討に適応した．その結果，げっ歯類における D-leucine 濃度および 

D-leucine の DL-leucine に対する割合は，ヒトと比較して顕著に高く，DAO 活性には種差が存在

することが示唆された．本分析法は，非臨床から臨床試験における D- および L-leucine 血漿中

濃度測定法に有用であろう．一方で，創薬初期の非臨床におけるバイオマーカー探索を主目的と

した D-アミノ酸濃度の網羅的測定には，既報の誘導体化試薬を用いた D-アミノ酸一斉分析を用

いることが high throughput の観点から適切な場合も想定される [94]．その場合は，医薬品研究開

発の効率も考慮の上，分析法の妥当性の検証を限定的な内容とし，臨床試験前の段階で本研究で
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開発した分析法を用いて，バリデーション評価項目を取得する段階的アプローチが望ましい． 

 本研究により，分析前処理過程で煩雑な誘導体化を必要としない，LC/MS/MS を用いた

24S-hydroxycholesterol，DL-serine および DL-leucine のヒト血漿中濃度測定法を開発した．これら

の分析法は，生体試料中低分子薬物濃度測定に関する FDA ドラフトガイダンスのバリデーショ

ン評価項目にも準じているため，中枢神経疾患およびアミノ酸代謝異常疾患等の臨床試験におけ

るバイオマーカー測定に有用である． 
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	緒論
	近年の生命科学関連分野の飛躍的な発展にも拘らず，医薬品開発の成功率の低下が指摘されている．医薬品に求められる安全性および有効性の基準が高まり，さらに，既存薬や競合品との明確な差別化が要求される中，承認医薬品目あたりの研究開発費は，過去 30 年間で 20 倍以上に増加した [1, 2]．2013 年に実施された米国研究製薬工業協会 (Pharmaceutical Research and Manufacturers of America; PhRMA) の調査では，創薬研究開発投資に占める臨床開...
	医薬品開発の成功率向上への対応策にバイオマーカーの活用が注目されている．2006 年に米国食品医薬品局 (U.S. Food and Drug Administration; FDA) から発出された対応策のうち，バイオマーカーが関与するテーマが半数程度を占めた [5]．バイオマーカーとは，正常な生物学的過程，病理学的過程，または治療的処置に対する薬理学的反応の指標として，客観的に測定，評価される特性値であると Biomarkers Definitions Working Group (Nati...
	バイオマーカーは医薬品の研究開発への貢献も期待されている．創薬の探索研究段階では，標的疾患を分子病理学的に評価する mechanistic marker，薬剤作用機序を評価する pharmacodynamic marker が用いられ，医薬候補品が絞られた段階では safety および toxicity marker が利用される．また，医薬候補品の標的分子が明確な場合，標的分子自身が臨床試験における患者層別化を可能にする stratification marker として利用できる可能性が...
	近年，バイオマーカーを利用した臨床試験数は増加しており，疾病の診断および医薬品開発効率の改善に貢献している (Table 2)．特に癌領域では分子標的薬の増加に伴い，バイオマーカーを利用した事例が多く報告されている [8]．一例として Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) 分子標的治療薬が挙げられる．HER2 は乳癌症例の約 15–25% を占める HER2 陽性乳癌に関与しているタンパクであり，HER2 陽性の乳癌患者を対象に分子標的薬...
	第1章　LC/MS/MS を用いた 24S-hydroxycholesterol のヒト血漿中濃度測定法の開発
	1.1  序論
	24S-hydroxycholesterol (24S-HC) は cholesterol の水酸化代謝物 (oxysterols) であり，脳内神経細胞内に特異的に存在する cholesterol 24-hydroxylase (CH24H または cytochrome P450 family 46A1; CYP46A1) により産生される [33]．24S-HC はほぼ脳内でのみ産生され，血液脳関門を通過し循環血中へ到達するため，脳内 cholesterol の主要な消失経路であると共に，...
	ヒト血漿中には 24S-HC の構造異性体として水酸化位置の異なる 4α-hydroxycholesterol (4α-HC)，4β-hydroxycholesterol (4β-HC)，7α-hydroxycholesterol (7α-HC)，7β-hydroxycholesterol (7β-HC)，22R-hydroxycholesterol (22R-HC)，25-hydroxycholesterol (25-HC) および 27-hydroxycholesterol (27-HC) ...
	これまで報告されているヒト血漿中 24S-HC 濃度測定法の多くは，極性基が少なくイオン化効率の低い oxysterols をイオン化するため，誘導体化反応が必要であった [46-48]．LC/MS/MS を用いた低分子バイオマーカー測定において誘導体化法を用いる場合，複数の測定対象物を同時に測定可能な点，他の内因性成分との分離改善および検出感度の向上などの利点があるが，誘導体化試薬の純度および反応効率に起因した定量値への影響が問題となる場合がある [39]．DeBarber らは大気圧化学イオ...
	1.2  実験材料と試験方法
	1.2.1  実験材料
	4α-HC (純度 95%) はToronto Research Chemicals (North York, ON, Canada) より購入した．4β-HC，7α-HC，7β-HC，22R-HC，24S-HC，25-HC，27-HC および内標準物質である24-hydroxycholesterol-d7 (24-HC-d7) は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) より購入した．Avanti Polar Lipids 社より購入した標準品の純度は全...
	1.2.2  LC/MS/MS 分析条件
	1.2.3  標準溶液，検量線標準用試料，QC 試料および内標準溶液の調製
	1.2.4  サンプル前処理方法
	1.2.5  評価項目
	1.2.6  データ処理
	1.3  実験結果
	1.3.1  24S-HC のLC/MS/MS 分析条件の設定
	1.3.2  ヒト血漿中に存在するエステル型 24S-HC の鹸化条件検討
	The saponification process was conducted in the presence of 1 mol/L sodium hydroxide and 5 mL methanol (open circle) and 8 mol/L sodium hydroxide and 5 mL methanol (closed circle) at 50 C. Each data point represents the mean ± standard deviation (n=3).
	1.3.3　ヒト血漿中 24S-HC 濃度測定法のサンプル前処理方法
	鹸化処理後のヒト血漿試料または 1% (w/v) Tween 80 含有 PBS 中 24S-HC はhexane による液液抽出法により抽出した．飽和食塩水溶液添加により，24S-HC の baseline が約 70% に低減し signal-to-noise 比の向上に寄与した．また，液液抽出過程における 24S-HC の回収率を上げるため，抽出操作を 2 回繰り返した．1% (w/v) Tween 80 含有 PBS で調製した QC 試料の回収率は 75.2–84.9% と良好であり，...
	1.3.4　ヒト血漿中 24S-HC 濃度測定法
	1.3.5　健康成人の血漿中 24S-HC 濃度測定
	上記で構築した定量法を用いて，男性および女性健康成人の血漿中 24S-HC 濃度を定量した．ヒト血漿中 24S-HC 濃度を測定した時のクロマトグラムを Figure 5B に示した．24S-HC の peak intensity は LLOQ 試料より十分に高く，内因性に存在する oxysterols との分離も良好であった．さらに本分析法の選択性を示すため，24S-HC 定量分析用の mass transition (m/z 367.6＞105.0) および，別の mass transiti...
	1.4  考察
	本章では LC/MS/MS を用いた APCI 法による，ヒト血漿中 24S-HC の高感度かつ高選択的な定量法を開発した．24S-HC は生体内因性物質であるため，検量線用標準試料は代替マトリックスに 1% (w/v) Tween 80 含有 PBS を用いて作成した．
	生体試料中に存在する生体内因性物質を測定する上で重要な点は，分析対象物質を除去したマトリックスの準備，もしくは分析対象物質を含まない代替マトリックスを用いる妥当性を示すことである [23]．活性炭処理血漿を分析対象物質を含まない生体試料に使用する場合があるが [24]，24S-HC を完全に除去することは極めて困難である．生体内因性物質を定量する上で，安定同位体標識した分析対象物質を実際の生体試料に添加する方法も有用である．しかし，本手法の場合，さらに内標準物質に用いる安定同位体標識体が必要な点...
	これまで複数の 24S-HC のヒト血漿中濃度測定法が誌上報告されている．紫外可視吸光検出器を用いた HPLC 法は，oxysterols を定量する上で最も汎用されてきた．HPLC 法は 24S-HC を誘導体化することなく定量可能であるが，検出感度や特異性は劣る欠点がある [53]．ガスクロマトグラフィー質量分析法 (gas chromatography/mass spectrometry; GC/MS) はヒト血漿中oxysterols 測定に適しているが，oxysterols の揮発性を...
	24S-HC はヒト血漿中で遊離型とエステル型で存在しており，神経変性疾患関連バイオマーカーとして有用と考えられている 24S-HC のヒト血漿中総濃度の測定には，エステル型を鹸化する必要がある [29, 33, 46]．ヒト血漿中の 24S-HC 総濃度を安定的に測定できる条件を検討したところ，血漿 200 μL に対し，8 mol/L sodium hydroxide 2 mL，methanol 5 mL を加えて攪拌後，50 C で 1 時間処理した場合，安定的に 24S-HC の血漿中...
	24S-HC のヒト血漿中濃度同時測定法の method qualification を実施したところ，ヒト血漿200 μL を用いて，血漿中 24S-HC 濃度を十分定量可能な 1–100 ng/mL の範囲で良好な直線性を示した．本分析法は，煩雑な誘導体化を必要としないだけでなく，既存の非誘導体化法と比較しても 75 倍の感度向上を達成した [49]．さらに本分析法を用いて，男性および女性健康成人の血漿中 24S-HC 濃度を定量した結果，これまでの文献値を再現した [29]．本研究により，...
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	2.2.2  LC/MS/MS 分析条件
	2.2.4  サンプル前処理方法
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	2.3  実験結果
	2.3.1  D- および L-serine の LC/MS/MS 分析条件の設定
	LC/MS/MS を用いた D- および L-serine のヒト血漿中濃度の同時測定には，D-serine とL-serine との正確な光学異性体分離分析が求められる．D-Serine と L-serine の分離分析には，キラルカラム，酸性移動相およびカラム温度を適切に選択することが重要である．本研究では，誘導体化を必要としない新規ヒト血漿中 D- および L-serine 定量法を開発した．
	D- および L-serine のキラル分離分析条件を最適化するため，異なる種類のクラウンエーテル型キラルカラムを検討した．クラウンエーテル型キラルカラムは，不斉中心付近に第一級アミノ基を有するアミノ酸やアミン類を光学分離するのに適したカラムである [69, 70] (Figure 7)．本検討では，酸性条件下でアンモニウムイオン化された D- および L-serine を binaphthyl による不斉環境で光学異性体を分離した．また，ヒト血漿中 L-serine 濃度は D-serine ...
	溶解溶媒および移動相の酸性度は，D- および L-serine の第一級アミノ基のイオン化状態を決める因子である．HPLC 法による α-アミノ酸類縁体の光学異性体分離には，移動相に perchloric acid が汎用されているが [69]，perchloric acid は不揮発性の酸であるため LC/MS/MS を用いた分析には適していない．本研究では，0.3% trifluoroacetic acid in 10% acetonitrile をサンプル前処理後の溶解溶媒および移動相に用...
	適切なカラム温度の設定も D- および L-serine の分離分析に必須である．氷冷下において，serine 由来のアンモニウムイオンとクラウンエーテル型キラルカラムのクラウンエーテルとの複合体形成が安定化されるため，D- および L-serine のピーク分離度はカラム温度の上昇によって低下した．D-Serine では m/z 106.1＞60.0，L-serine では m/z 106.1＞60.1，DL-serine-d3 では m/z 109.1＞63.0の MRM モードで検出した．...
	2.3.2　ヒト血漿中 D- および L-serine 濃度測定法のサンプル前処理方法
	ヒト血漿試料または PBS (100 μL) 中の D- および L-serine は acetonitrile 1 mL で抽出した後，さらに OASIS MCX cartridge を用いた固相抽出により，分析カラム圧の低減を達成した．サンプル前処理でより良好な回収率を得るために，D- および L-serine の第一級アミノ基を酸性条件でイオン化した後，塩基を含む有機溶媒を用いて溶出させた．また，acetonitrile で抽出後の上清中の水分含有量を 10% 以下に抑えることで，各添加濃...
	2.3.3　ヒト血漿中 D- および L-serine 濃度測定法
	2.3.4　健康成人の血漿中 D- および L-serine 濃度測定
	上記で構築した定量法を用いて，5 ロットのヒト血漿中 D- および L-serine 濃度を定量した．ヒト血漿中 D- および L-serine の代表的なクロマトグラムを Figure 10B および 10D に示した．D- およびL-serine の peak intensity は LLOQ 試料より十分に高く，D- および L-serine の分離も良好であった．ヒト血漿中 D- および L-serine 濃度は 0.124–0.199 および 7.97–13.1 μg/mL であり，...
	2.4  考察
	本章では LC/ESI-MS/MS による，誘導体化を必要としない D- および L-serine のヒト血漿中濃度同時測定法を開発した．これまで，複数のヒト血漿中 D-serine 濃度測定法が報告されている．Brückner らは，ヒト血清および尿中 D-serine およびその他アミノ酸を N(O)-pentafluoropropionyl- (2)-propyl ester 体に誘導体化し，GC/MS を用いて定量した [71]．また，4-fluoro-7-nitro-2,1,3- b...
	D- および L-serine のヒト血漿中濃度同時測定法の method qualification を実施したところ，ヒト血漿 100 μL を用いて，血漿中 D- および L-serine を十分定量可能な 0.01–10 μg/mLおよび 0.1–100 μg/mL の範囲で良好な直線性を示した．本章により，これまで報告事例のなかった，誘導体化を必要としないヒト血漿中 D- および L-serine 分離分析が可能となった．また誘導体化を経ないことで，サンプル前処理方法が簡便になるだけで...
	第 3 章　LC/MS/MS を用いた D- および L-leucine のヒト血漿中濃度測定法の開発 および動物血漿試料への応用
	3.1  序論
	生体試料中の D- および L-アミノ酸は病態やアミノ酸代謝異常症の診断に有用なバイオマーカーと報告されている [30, 31, 72]．Leucine は分岐鎖アミノ酸であり，骨格筋等の筋肉維持やエネルギーバランスの調整を司る必須アミノ酸である [73-76]．D-Leucine は D-serine と同様に生体中にごく微量に存在する D-アミノ酸であり，ラット尿中に存在することが最初に報告され [77]，続いてマウス脳内組織に D- および L-leucine が存在することが報告された ...
	ヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法設定には，クロマトグラム上での D- および L-leucineの光学分割に加えて，DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine の構造異性体との分離が求められる．さらに，生体試料中に存在する L-leucine は D-leucine と比較して顕著に多いため，クロマトグラム上で十分に分離し，濃度値に影響を及ぼさないことが重要である．既存の分析法では健康成人のヒト血漿中 D-leucine を測定するには感度が...
	そこで本章では，誘導体化を必要としないより堅牢性の高いヒト血漿中 D- およびL-leucine 定量法を開発した．さらに，本定量法を用いて各種動物血漿中 D- および L-leucine の濃度測定に応用し，D-leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比の種差について検討した．
	3.2  実験材料と試験方法
	3.2.1  実験材料
	D-Leucine (純度; 100%)，L-leucine (純度; 99.8%)，DL-isoleucine (純度; 100%) および D-allo-isoleucine (純度; 99.5%) は和光純薬工業より購入した．L-allo-isoleucine (純度＞99.0%) は Sigma-Aldrich，内標準物質である DL-leucine-d7 (純度＞98.9%) は C/D/N Isotopes (Quebec, Canada) より購入した．ヘパリンナトリウム含有マウス...
	3.2.2  LC/MS/MS 分析条件
	D-Leucine，DL-isoleucine，D-allo-isoleucine，L-allo-isoleucine および DL-leucine-d7 を 1 mg 秤量して褐色メスフラスコに採取し，水を加えて正確に 10 mL とし，それぞれ 0.1 mg/mL の標準原液を調製した．L-Leucine を 100 mg 秤量して褐色メスフラスコに採取し，水を加えて正確に10 mL とし，10 mg/mL の標準原液を調製した．なお，L-leucine の 0 C の水に対する溶解度は，...
	D- および L-leucine の検量線用標準試料は，PBS 100 μL に終濃度として 0.001，0.002，0.005，0.02，0.1，0.2，1 および 1，2，5，20，100，200，500，1,000 μg/mL となるように標準溶液を添加した．なお，検量線用標準試料は用時調製した．QC 試料の濃度は “1.2.3 標準溶液，検量線標準用試料，QC 試料および内標準溶液の調製” の設定方法に従った．QC 試料は PBS に D-leucine の終濃度として 0.001 (LL...
	3.2.4  サンプル前処理方法
	血漿試料または PBS 100 μL をガラス試験管に採取し，検量線用標準溶液および 0.1 μg/mL (D-leucine 測定時) または 100 μg/mL (L-leucine 測定時) の DL-leucine-d7 10 μL (ブランクサンプルには水を 10 μL) を添加した．さらにりん酸 4 μL および acetonitrile 1 mL を加えて攪拌後，21,600×g で 5 分間遠心した．遠心後の上清を acetonitrile 1 mL および water/for...
	3.2.5  評価項目
	3.2.6  データ処理
	“2.2.6 データ処理” に記載した方法に準じた． 3.3  実験結果
	3.3.1  D- および L-leucine の LC/MS/MS 分析条件の設定
	LC/MS/MS を用いた D- および L-leucine のヒト血漿中濃度測定には，D- および L-leucine と光学異性体および leucine の構造異性体との正確な分離分析が求められる．本研究では，誘導体化を経ずに高感度かつ高選択的な D- および L-leucine の分離条件を最適化した．
	trans-2-aminocyclohexane sulfonic acid と chinchona alkaloid から構成される，両性イオン型キラルカラムを用いて分離条件を検討した [86, 87] (Figure 11)．キラル固定相と両性イオン状態の D- および L-leucine の静電気的相互作用により光学異性体分離が可能になる [88, 89]．D- および L-leucine の分離分析には，移動相に用いる有機溶媒，添加剤および水分量の最適化が求められる．
	分析カラムとして上述した両性イオン型キラルカラム (3 μm, 4.0 mm ID×250 mm)，移動相としてmethanol/acetonitrile/1 mol/L ammonium formate/formic acid (500:500:25:2, v/v/v/v) を用い，0.5 mL/min のアイソクラティックモードで分析したところ，D- および L-leucine のピーク分離度 (Rs) は 4.76 と，良好な分離が得られた．Leucine の第一級アミノ基をイオン化させる...
	3.3.2  DL-leucine と DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine の識別
	生体試料中に存在する leucine に化学的性質が類似したアミノ酸は，D- および L-leucine の分離分析をより複雑化する [64]．クロマトグラム上での正確な分離分析を行うために，DL-leucine の構造異性体である DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine との分離は重要である．Leucine および isoleucine の分子量は同じで，かつ MS/MS において CO2H2 が脱離した m/z 86 の immonium ion をフラグ...
	3.3.3　ヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法のサンプル前処理方法
	ヒト血漿試料または PBS (100 μL) 中の D- および L-leucine は，りん酸 4 μL を添加後acetonitrile 1 mL で抽出し，さらに OASIS MCX cartridge を用いて固相抽出を行った．サンプル前処理で良好な回収率を得るために，D- および L-leucine の第一級アミノ基を酸性条件下でイオン化した後，OASIS MCX cartridge (30 mg/1 cc) を用いて，塩基を含む有機溶媒を用いて溶出させた．ヒト血漿中 D-leucin...
	3.3.4　ヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度測定法
	3.3.5　健康成人の血漿中 D- および L-leucine 濃度測定
	上記で構築した定量法を用いて，5 ロットのヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度を定量した．ヒト血漿中 D- および L-leucine の代表的なクロマトグラムは Figure 14B および 14D に示した．D- および L-leucine の peak intensity は LLOQ 試料より十分に高く，D- および L-leucine の分離も良好であった．ヒト血漿中 D- および L-leucine 濃度は 0.00197–0.00591 および 9.63–24.7 ...
	3.3.6　D-leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比の種差検討
	マウスおよびヒトにおいて DAO 活性により D-leucine の血漿中濃度が影響を受けることが報告された [32, 79]．そこで，本研究で開発した定量法を各種動物血漿中 D- および L-leucine の濃度測定に応用し，D-leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比の種差を検討した．
	代替マトリックスである PBS に D- および L-leucine (LLQC，LQC，MQC および HQC) を添加して調製した QC 試料および各種動物ブランク血漿，または既知濃度 (MQC) の D- および L-leucine を添加した血漿および PBS で 2 倍希釈した動物血漿 QC 試料を分析したところ，分析日内での真度 (%RE) および精度 (%CV) は -7.6–6.6% および 10.8% 以下であり，基準を満たした．さらにヒトおよび各種動物ブランク血漿の IS で...
	ヒトおよび各種動物血漿中 D- および L-leucine 濃度および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比を Table 16 に示した．ヒトおよび各種動物種に拘らず，D-leucine の血漿中濃度は L-leucine と比較して顕著に低い値であった．D-Leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比には顕著な種差が認められた．マウスおよびラット血漿中 D-leucine 濃度は，ヒト血漿中濃度の約 116 および 34 倍であ...
	3.4  考察
	本章では LC/ESI-MS/MS による，誘導体化を必要としない D- および L-leucine のヒト血漿中濃度測定法を開発した．生体試料中 D- および L-leucine 濃度測定法構築には，D- および L-leucine の光学分割に加えて，構造異性体である DL-isoleucine および DL-allo-isoleucine との分離が求められる．これまで，複数の生体試料中 D-leucine 濃度測定法が誌上発表されている．Armstrong らは，o-phthalic ...
	5-L-alanine amide (Marfey’s reagent) を用いた HPLC 法による D- およびL-leucine の分離分析法も報告されている [78-80, 90-92]．ヒト尿および血清中 D-leucine および他のD-アミノ酸をN(O)-pentafluoropropionyl-(2)-propyl ester または heptafluorobutyl chloroformate に誘導体化した後，GC/MS を用いた定量法が報告された [71, 83, 84]．さ...
	D- および L-leucine のヒト血漿中濃度測定法の method qualification を実施したところ，ヒト血漿 100 μL を用いて，血漿中 D- および L-leucine 濃度を十分定量可能な 0.001–1 μg/mL および 1–1,000 μg/mL の範囲で良好な直線性を示した．さらに，本定量法を用いて各種動物血漿中 D- およびL-leucine の濃度測定に応用し，D-leucine および D-leucine の DL-leucine 濃度に対する比の種差に...
	本章により，これまで報告事例のなかった，誘導体化を必要としないヒト血漿中 D- およびL-leucine の分離分析が可能となった．本定量法は，非臨床および臨床試験における血漿中 D- および L-leucine 測定に有用であると考えられる．
	総論
	医薬品開発における前臨床および臨床試験段階での適切なバイオマーカーの利用は，医薬品候補化合物の選択，適切な投与量選択，薬効がより期待される患者層の特定，薬物間相互作用および安全性評価等を可能にする．特に，生体内因性物質として存在する低分子生理活性物質のうち，特定の病態により変動するものは，疾患関連バイオマーカーとして医薬品開発効率向上への貢献が期待される．一例として，cholesterol 代謝物である 24S-HC およびアミノ酸 (DL-serine および DL-leucine) は中枢神...
	2013 年に発出された FDA ドラフトガイダンスでは，バイオマーカーの測定値を医薬品候補化合物の有効性および安全性評価ならびに投与量設計等承認申請に用いる場合，生体試料中薬物濃度分析試験と同様に，分析法バリデーションの必要性が明記された [23]．また，分析法構築における評価項目は，生体試料中薬物濃度分析と同様に選択性，検量線用標準試料の直線性，分析日内および日間での真度および精度，再現性および安定性評価が挙げられる．さらに，バイオマーカー測定の場合は，測定対象物質を含まない生体試料を入手す...
	第 1 章では，脳内 cholesterol 恒常性マーカーおよび中枢神経疾患であるアルツハイマー病や多発性硬化症のバイオマーカーとして注目される，ヒト血漿中 24S-HC の高感度かつ高選択的な新規定量法を開発した．24S-HC の検量線用標準試料は，代替マトリックスに 1% (w/v) Tween 80 含有 PBS を用いて作成した．今回開発したヒト血漿中 24S-HC 分析法は，サンプル前処理段階で誘導体化を経ずに，他の生体内因性 oxysterols である 4α-HC，4β-HC，7...
	第 2 章では，統合失調症等の NMDA 受容体機能障害疾患のバイオマーカーとして注目される，D- および L-serine のヒト血漿中濃度同時測定法を開発した．D- および L-serine は水溶性が高いため，検量線用標準試料は代替マトリックスに PBS を用いて作成した．今回開発したヒト血漿中 D- および L-serine 分析法は，サンプル前処理段階で誘導体化を経ずに，氷冷下で 2 本連結したクラウンエーテル型キラルカラムを用いて，最適化した移動相 (0.3% trifluoroac...
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