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研究成果の概要（和文）：本研究では、まずムコ多糖症II型の原因酵素活性測定系を確立するためLC-MS/MSを利
用したイズロン酸-2-スルファターゼの酵素活性の測定法を検討した。多重反応モニタリングを用いた複数疾患
同時測定系の構築を念頭に分離と検出の条件を検討し、日間誤差値が良好となる条件を設定した。次に本疾患の
バイオマーカーであるグルコサミノグリカンを酸性メタノール条件下で２糖に化学分解し、デルマタン硫酸とヘ
パラン硫酸の誘導体としてLC-MS/MSで定量した。さらに他のライソゾーム病酵素活性法を開発するため、上記の
分析条件を一部変更して最終的に11疾患の酵素活性の同時測定を可能とした。

研究成果の概要（英文）：Mucopolysaccharidosis type II (MPS-II, OMIM 309900) is an X-linked disorder 
characterized by visceral disorder, bone deformation, CNS involvement, as well as an accumulation of
 glycosaminoglycan in the body. MPS-II is caused by a deficiency of iduronate-2-sulfatase enzyme 
activity. In this study, thus, we aimed to establish an assay procedure for enzyme activity and 
biomarkers for MPS-II using LC-MS/MS. First, to quantify the enzyme activity, a 3 mm punch of DBS 
was incubated with substrate and internal standard. After 20 h of enzyme reaction at 37°C, the 
enzyme reaction products were extracted and quantified using LC-MS/MS. For the quantification of 
dermatan sulfate and heparan sulfate, dried urine was reacted in methanolic 3M HCl at 65°C for 75 
min. The reaction products were quantified using LC-MS/MS. In both assays, the population of 
MPS-II-affected individuals was separated from that of controls, demonstrating that diagnosis of 
MPS-II may be performed with one of these methods.

研究分野： 臨床検査学

キーワード： ムコ多糖症II型　酵素活性　バイオマーカー　LC-MS/MS
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究開始当時において、ムコ多糖症II型患者の酵素活性は少なくとも日本国内においてほとんど蛍光法で測定
されていた。従ってLC-MSで測定する有用性を示した本研究の成果は臨床検査学および分析化学的に学術的特色
がある。本研究の結果、LC-MS法を採用することで、遺伝的に酵素活性値が低いが罹患しないことが知られてい
る被検者を適切に正常と判定することや、複数疾患を同時に測定可能となった。本研究成果により正確な診断と
早期発見が可能になったことから、患者おける治療上の大きなメリットがあり、医療経済的効果がある。また新
生児スクリーニングに応用された場合、公衆衛生的意義も高いと考えられる。
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１．研究開始当初の背景 

 ムコ多糖症（Mucopolysaccharidosis）は先天代謝異常症であり、病型に応じた原因遺伝子が同

定されている遺伝性疾患である。このうち最も多い病型はヨーロッパおよびアメリカのコーカ

ソイド系ではムコ多糖症 I 型であることが知られている。これに対して日本およびアジアで発

見されるムコ多糖症の 50％はムコ多糖症 II 型である。本疾患の原因遺伝子がイズロネート-２-

スルファターゼと同定されたことにより、以前効果的と考えられていた骨髄移植に代わり酵素

補充療法が開発され、多く用いられるようになってきている。 

 一般的に治療法が確立されている小児疾患においては、患者を早期発見し、治療を迅速に行

うことが治療成績の向上のために重要である。このことは、すでに一般の小児科医の共通の認

識となっている。特にムコ多糖症を含めたライソゾーム病は症状が全身で認められ、かつ症状

は不可逆的な変性疾患であるため、早期発見と早期治療が必要である。こうした背景から、新

生児期に精度良く患者を発見する方法論の開発が希求されてきた。歴史的には、1960 年代に考

案された乾燥ろ紙血検体（一般に Guthrie card として知られる）から酵素を抽出し、蛍光物質

である 4MU と結合した基質を用いて、酸性条件下で酵素活性を測定する方法が考案されてい

る。この方法は簡便であり、測定装置も汎用蛍光プレートリーダーのため、安価に測定できる

利点がある。しかし、バックグラウンドが高いなどの問題点があり、特に酵素活性値が低い場

合に判定が難しい場合が多いことが指摘されている。なおムコ多糖症の蓄積物質はグルコサミ

ノグリカンであり、これは分子量数万のポリマーである。従って特にスクリーニングを目的と

する場合、定量が容易である酵素活性を測定することが一般的である。 

 

 

２．研究の目的 

 ムコ多糖症 II 型は日本では約５万人に１人の割合で発見される先天代謝異常疾患である。最

近の研究成果により、酵素補充療法をはじめとした種々の治療法が開発されている。従って現

在では、ムコ多糖症 II 型は早期に発見して治療する疾患であると考えられている。この際に重

要なことは早期発見の技術である。ムコ

多糖症 II 型の原因酵素であるイズロネ

ート-２-スルファターゼ活性は、これま

で蛍光基質を利用して測定されてきた

が、正常下限値の健常者と患者の酵素活

性値による区別が難しかった。そこで本

研究では、最近開発された高速液体クロ

マトグラフィー-タンデム質量分析法

（LC-MS/MS）による酵素活性測定法の

分析バリデーションを実施するととも

に、臨床検体を用いたカットオフ値の推

定を行った。さらに化学診断を目的として尿中マーカーの測定法を検討した。 

 

 

３．研究の方法 

 本研究ではムコ多糖症 II 型の原因酵素であるイズロン酸-2-スルファターゼの迅速かつ高感

度な測定法の開発を試みた。分析バリデーションを実施するとともに、少数例の臨床検体を使

用して、臨床検査学に有用なカットオフ値の推定を行なった。バイオマーカーである尿中デル

マタン硫酸およびヘパラン硫酸は、被験者の尿を乾燥後、メタノール性 3M 塩酸下で反応させ

た後、LC-MS/MS で定量した。以下に各研究項目における方法を記載した。 

 

【MPS-II 酵素活性測定系の確立】 

まず既報に従い、ムコ多糖症 II 型の原因酵素であるイズロン酸-2-スルファターゼの酵素活性

の測定法を検討した。まず 3 mm DBS 1 枚を 96 ウェルプレートに打ち抜き、これを酵素源と

表１ LC-MS法（本法）と従来法の比較 



した。次に、ライソゾーム酵素活性測定に最適な pH 5 の緩衝液中で溶解した基質(250 μM)

と反応生成物に対する内部標準物質(5 μM)の混合物を添加した(30 μL)。この溶液を 37℃にて

20 時間、攪拌しながら反応させた。酵素反応終了後、得られた生成物を酢酸エチルを溶媒と

して有機相に抽出したのち、溶媒を窒素気流下で乾固後、LC-MS/MS の移動相に溶解して酵

素反応生成物を定量分析した。酵素活性値は内部標準物質の濃度を基準とし、μmol/h/L blood

で算出した。 

 

【バイオマーカー測定系の確立】 

ムコ多糖症 II 型を発症した場合、患者尿中にはデルマタン硫酸とヘパラン硫酸が蓄積する。本

研究ではこれらのバイオマーカーの LC-MS/MS での測定法を検討した（図４）。患者から尿を

採取し、この一部（100 μL）を遠心エバポレーターで乾固する。この後、塩酸メタノール（Sigma）

を加え、65℃で 75 分間、正確に反応させた。室温に冷却後、溶媒を再度遠心エバポレーター

で除去し、LC-MS 用の移動相に再懸濁した。一部を LC-MS/MS に注入し、逆相モードで分離

分析を行った。デルマタン硫酸およびヘパラン硫酸は、MRM モードにおいて、m/z 426>236 お

よび 384>162 で検出した。定量にはそれぞれの標準品を使用した。 

 

【LC-MS/MSを用いたライソゾーム病酵素

活性法の開発】 

平成 29 年度中盤からは、ムコ多糖症 II 型

以外のライソゾーム病原因酵素の活性測

定系の開発を進めた。これまでにムコ多糖

症としては I、II、IIIB、IVA、VI、VII 型が、

ライソゾーム病としてはポンペ病、ファブ

リー病を含めた他の疾患の原因酵素の測

定法が論文報告されている。そこで、本研

究においても、これらの原因酵素の活性測

定法を検討した。 

 

 

４．研究成果 

【LC-MS/MS による酵素活性測定系の確立】 

まず既報に従いムコ多糖症 II型の原因酵素である

イズロン酸-2-スルファターゼの酵素活性の測定

法を検討した（図２）。LC-MS/MS を用いた測定方

法では、多重反応モニタリング(MRM)を用いた複

数疾患同時測定系の構築が容易である。そのため

まず、質量分析装置の条件を最適化したのち、検

討して最適なイオン化条件を検討した。予備検討

の結果から、酵素反応測定に添加する基質がイオ

ン源においてに熱分解を受け、人為的反応生成物

がに生じることが分かった。そのため、研究開始

時にはサンプル注入法としてフローインジェクシ

ョン法を検討したが、最終的には LC-MS/MS 法で定量することとした（図３）。こうした予備

検討の結果、健常人と罹患者のサンプルを分析したところ、両群の酵素活性値は良好に分離さ

れた。従って本法は臨床検査学的に有用なイズロン酸-2-スルファターゼの活性測定法であると

結論された。 

 

【バイオマーカーの測定系の確立】 

尿中グルコサミノグリカンはムコ多糖症のバイオマーカーとして診断に利用されている。本研

究ではポリマーであるグルコサミノグリカンを酸性メタノール条件下で 2 糖に化学分解し、

図３ MPS-II患者検体の酵素活性 

図２ 臨床検体を用いた MPS-II 酵素活性の測定 



LC-MS/MS での測定が容易である化合物の誘導体に変換後、定量した。デルマタン硫酸とコン

ドロイチン硫酸は-COOH の立体配置のみが異なる異性体であるため、分離手法を種々検討した

結果、本研究では逆相クロマトグラフィーを使用することとした（図４）。健常人および患者の

尿中のデルマタン硫酸とヘパラン硫酸濃度を測定したところ、患者で有意な上昇を認めた。 

 

【LC-MS/MS を用いたライソゾーム病酵素活性法の開発】 

ムコ多糖症 II型を含めたライソゾーム病の罹患頻度は一般的に約5-10万分の一程度のものが多

い。そのため複数疾患の同時測定が可能であればスクリーニングの効率が上昇する。そこで他

疾患の酵素反応生成物および内部標準物質の測定が可能か検討したところ、LC 条件を一部変

更することで最終的に 11 疾患の酵素活性の同時測定が可能となった。 
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