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研究成果の概要（和文）：研究期間を通してヒト全血中 4 種の葉酸類（葉酸、テトラヒドロ葉酸、5-メチルテトラヒ
ドロ葉酸および5-ホルミルテトラヒドロ葉酸）の定量が可能な液体クロマトグラフィータンデム質量分析法を開発する
ことができた。本法は全血中葉酸の定量に必要なバリデーションを備えていた。さらに本法を 479 検体の健常人血液
に適用し、その実用性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：An LC-MS/MS method wad developed for determination of 4 folate derivatives such as
 folic acid, tetrahydrofolate, 5-methyltetrahydrofolate and 5-folmyltetrahydrofolate in human whole blood.
 The method was enough sensitive to determine the folates in blood. The limit of detection were in the ran
ge of 0.13 nM-1.10 nM at signal-to-noise ratio of 3. Furthermore, the method could be successfully applied
 to determine the folate in healthy human blood.
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１．研究開始当初の背景 
葉酸 (FA) は、ビタミン B群に属する水溶
性ビタミンであり、生体内では DNA 合成や
細胞分裂に必須な補酵素である。近年、新生
児の神経管閉鎖障害  (Zhang et al., Exp. 
Neurol., 212, 515-521(2008)) やアルツハイマ
ー痴呆症  (Clarke et al., Arch. Neurol., 55, 
1449-1455 (1998))、 動脈硬化性疾患 (Durga et 
al., Atherosclerosis, 179, 285-292(2005)) 及び
ダウン症候群 (Takamura et al., Eur. J. Clin. 
Nutr., 43, 285-287 (2006)) 等との関連性が明
らかになってきており、これらに対する予防
因子として FAが注目されている。 
 一方、動脈硬化性疾患やダウン症候群の危
険因子として含硫アミノ酸の一種であるホ
モシステイン  (Hcy) が注目されている。 
Hcy は代謝サイクルに関与する一部の酵素
の遺伝子変異により血中濃度が上昇し、これ
が疾患を引き起こす原因の 1つと考えられて
いる。申請者らはこれまで、血中 Hcy 及び
その関連物質測定法を開発し、これを長崎県
の特定地域での住民集団検診で得られた血
液試料に適用し、年齢・性別あるいは遺伝多
型等の要因に関する解析を実施した。さらに
これらの要因において生活環境の異差が 
Hcy 濃度に影響を与えている可能性を示唆
した。 
生体に摂取された FA は、還元されジヒド
ロ葉酸 (DHT)、テトラヒドロ葉酸 (THF) と
なり、さらに 5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸 
(5,10-DMTHF) を経て 5-メチルテトラヒドロ
葉酸 (5-MTHF) となる（図１）。5-MTHF は、
前述の Hcy をメチオニンに再メチル化する
際のメチル基供与体となることから Hcy 代
謝過程に不可欠である（図１）。血漿中 Hcy 
濃度の上昇は、 FA の摂取により改善するこ
とから FA 関連化合物も Hcy と何らかの関
連性があると考えられる。そこで FA 代謝経
路中の各化合物を定量することで、Hcy の代
謝状況に関する情報が得られ、ひいては動脈
硬化症等との関連性を明らかにするための
重要な知見が得られると考えた。 
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*図中四角で囲った化合物を対象とする。  
図１ FAの代謝経路と Hcy代謝との関連性 

 
２．研究の目的 

FA による血中の高総葉酸状態の有害性に
ついてはさらなる研究が必要であるが、これ
を明らかにするには血中の総葉酸量を正し
く評価する必要がある。血中総葉酸量の指標
としては、血清中総葉酸量と赤血球中総葉酸

量が用いられている。前者は直近の葉酸類摂
取状況を反映し、後者は赤血球の寿命である
4か月間の平均葉酸類摂取状況を反映する。  
神経管閉鎖障害を例にとると、そのリスク低
減には妊娠前 4 週からの葉酸類摂取が肝要
であるが、検査直前の摂取状況に左右される
血清中の総葉酸量では体内総葉酸量が本当
に適切な値まで上昇したかが判断できない。
従ってより臨床的に測定意義があるのは赤
血球中の総葉酸量であると考える。 
しかし、赤血球を全血から分離後、測定する
方法では、ポリグルタミン酸 (Glu) 型をモノ 
Glu 型に分解するのに一日を要し、全血中総
葉酸量から血漿中総葉酸量を差し引いて 
hematocrit (Ht) で補正する方法では、2 種
類の試料を処理し、測定するため時間を要す
る。 
本研究では、全血中の葉酸類はその 90% 
を赤血球中葉酸類が占めていることから全
血中総葉酸量をもって赤血球中総葉酸量と
近似することが可能であると考え、測定対象
に全血を選定した。生体内の葉酸類の測定に
は古くから微生物学的定量法が用いられて
きたが、菌の培養に一日以上を要するなど時
間がかかる。最近では液体クロマトグラフィ
ー-タンデム質量分析計 (LC-MS/MS) によ
る測定が多く報告されており、そのほとんど
は安定同位体希釈法を用いたものである。し
かし安定同位体標識葉酸類は市販されてお
らず、入手には試薬メーカーに特注するか、
自ら合成する必要がある。  
そこで本法は、試薬として市販されている、
葉酸類代謝拮抗薬で構造類似体である 
methotrexate (MTX) を内標準物質として使
用し、安価で簡便、迅速な全血中葉酸類の 
LC-MS/MS 定量方法の開発を目的とした。 
さらに、開発した方法を健常ヒト全血に適用
した。 

 
３．研究の方法 
 
分析対象及び内標準物質 
 今回分析対象とした葉酸類及び内標準物
質 (internal standard, IS) として用いた 
MTX の構造式を 図 2 に示す。また、それ
ぞれの保存標準溶液は 1% (w/v) アスコルビ
ン酸および 0.5% (w/v) ジチオトレイトール
を含む 50 mM リン酸緩衝液 (pH 7.0、以下 
solution A と呼称) に溶解し、メタノールと 
1:1 で混合して 100 μM になるよう調製し
た。 
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メトトレキセート (MTX, IS) 
図２ 葉酸類及び内標準物質 

 
HPLC システム及び測定条件 
 分析対象物の分離・定量に用いた 
LC-MS/MS システム及び測定条件を以下に
示す。 
HPLC systems and conditions 
Spectrometer: Micromass Quattro microTM API 
HPLC: Waters 2695 Separation Module 
Column: Luna 3u C18 (2) (100 × 4.6 mm, i.d., 3 
μm, Phenomenex) 
Column temperature: 30℃ 
Mobile phase: 1%(w/v) acetic acid/acetonitrile 
(gradient)  
Flow rate: 0.5 mL/min 
Injection volume: 10 μL 
 
 
 
 
 
 
 
 
MS/MS conditions 
Ionization: ESI+ (electro spray ionization positive 
mode) 
Detection mode: SRM (selected reaction 
monitoring) 
Capillary voltage: 3.5 kV 
Cone voltage: 19 V 
Collision energy: 18eV 
Ion energy 1: -0.5 V 
Ion energy 2: 3.0 V 
 

SRM transitions 
 m/z 

Precursor ion Product ion 
5-FTHF 474 327 
5-MTHF 460 313 

THF 446 299 
FA 442 295 

MTX 455 308 
 
全血試料の保存及び前処理 
 全血試料は、抗凝固剤を含む全血を 1% 
(w/v) アスコルビン酸 (ASA) 水溶液で 10 
倍希釈し、静かに転倒混和する。これを室温、
暗所で 30 分間静置後、-30℃ で保存した。 
 解凍した全血を遠心分離し、分取した上清
450 μL に、IS (MTX) 溶液 25 μL、1 M の 
NaOH 6 μL を加え、室温、暗所で 4 時間静
置する。4 時間後、0.1% (w/v) ASA - 0.1% 
(w/v) EDTA 溶液 (以下 solution B と呼称) 
500 μL を加え、固相抽出 (SPE) に供した。
SPE 溶出液を窒素乾固後、solution A で再
溶解し、0.45 μm membrane filter でろ過後、
LC-MS/MSに供した。SPE 条件は中村らの
報告を参考にした。 
 
４．研究成果 
 MS/MS 条件の検討 
 まず、キャピラリー電圧、コーン電圧、コ
リジョンエネルギー、イオンエナジー１につ
いて最適化を行った。これらの結果を図 3 
に示す。同濃度の standard 溶液を測定した際、
最も強度が小さい THF に合わせて最適化を
行い、各項目とも矢印の値を選択した (前述
の通り)。最適化の際の THF 濃度は 5 μM で
ある。なお、Ion energy 2 は強度に影響を及
ぼさなかったため、他化合物の強度が大きく
なった 3.0 V を選択した。 
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図 3 MS/MS条件の最適化 

 
クロマトグラム 
 葉酸標準品のクロマトグラム及び葉酸標
準品添加全血のクロマトグラムを以下に示
す。図 4. 1 は標準品各 100 nM (IS 25 nM) の
クロマトグラム、図 4. 2 は血中濃度として各 
1 μM (IS 250 nM) の標準品を添加した全血の
クロマトグラムである。保持時間は 9.4 分 
(5-FTHF)、4.4 分 (5-MTHF)、9.4 分 (IS)、3.7 
分 (THF)、9.6 分 (FA) であった。標準品及
び IS は全て solution A で希釈した。 
1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 葉酸類のクロマトグラム 

バリデーション 
 各葉酸類標準品を添加した全血試料を用
いて添加検量線を作成したところ、表中の濃
範囲において良好な直線性 (r≥0.997) を示し
た (表 1)。回収率は標準品に対するものであ
り、全血に添加した濃度は 5-MTHF が 2500 
nM、5-FTHF, THF, FA が 250 nM である。 
 
表１ 添加検量線、検出下限及び回収率 
 
 
 
 
 
 
*1 Correlation coefficient 
*2 LOD: limit of detection at a signal-to-noise ratio of 3 
*3 Recovery vs. standard (n=5).  
 
一方、表 2 には、日内の繰り返し測定に
おける精度を示す。低、中、高の 3 濃度を
添加し、RSD (relative standard deviation) 値で 
16.3% 以下という結果が得られた。 
 
表 2 日内・日間測定における精度 (n=5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ヒト全血中葉酸類濃度の測定結果 
 本法を健常人血液試料 (n=479) 中の葉酸
類の定量（中央値、括弧内は第 1四分位点
Q1 および第 3四分位点 Q3）に適用したとこ
ろ、5-MTHF は 477検体から 186.0 nM 
(Q1=121.27 nM, Q3=246.06 nM)、5-FTHF は
455 検体から 3.61 nM (Q1=2.15 nM, Q3=6.21 
nM)、FA は 399検体から 13.82 nM (Q1=3.48 
nM, Q3=7.31 nM)および THF は 353検体から
13.82 nM (Q1=7.88 nM, Q3=45.27 nM)の値を
得た。全血葉酸の内、5-MTHF が主要な成分
を占めており（割合 79％）、これは既報の割
合とほぼ一致していた（85.9％）。 
本研究では LC-MS/MS を用いたヒト全血中
葉酸類の定量法の開発を行い、これを健常ヒ
ト全血に適用した。内在性の葉酸コンジュガ
ーゼによるポリ Glu 型からモノ Glu 型へ
の転換と、SPE による前処理により、ヒト全
血中葉酸類 4 種を 12 分以内に分離・定量
することができた。 
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(nM) 

r *1 LOD *2  
(nM) 

Recovery *3 

(%) 

5-FTHF 5 – 250 0.999 0.24 102.0±5.6 
5-MTHF 50 – 2500 0.999 0.13 93.3±5.7 

THF 5 – 250 0.997 1.10 46.0±6.0 
FA 5 – 250 0.999 0.70 114.7±7.5 

 

 Spiked 
concentration  

(nM) 

Intra-day 
precision  
(RSD%) 

5-FTHF 20 3.1 

100 3.7 

250 4.2 

5-MTHF 200 16.3 

1000 7.8 

2500 3.4 

THF 20 15.1 

100 14.3 

250 11.8 

FA 20 15.5 

100 6.8 

250 4.5 

 



近年の葉酸類定量は安定同位体希釈法を
用いた LC-MS/MS 法が主流である。しかし
安定同位体葉酸標準品は市販されておらず
入手は困難である。本研究では内標準物質と
して葉酸構造類似体である MTX を用いて
いるため、安価で安定的に供給されていると
いうメリットがある。 
本研究を健常ヒト全血に適用したところ、全
血中葉酸類の主要な形態は 5-MTHF である
という、既報と一致する結果が得られた。ま
た MTHFR 677C>T 変異をホモにもつヒトは、
5-MTHF を始めとするメチル化葉酸類の比
率が下がり、THF を始めとする非メチル化葉
酸類の比率が大きく上昇するという事実か
ら、THF を同時に測定することで、簡易的な 
MTHFR 変異のスクリーニング検査としても
利用可能であると考える。 
今後、全血中総葉酸量と赤血球中総葉酸量の
相関を確認していくことで、本法が安価なス
クリーニング法として実用できると考える。 
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