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概要

ヒト血清およびヒト血漿中のヒドロキシクロロキン（HCQ）とその 3 種類の代謝物を定量分析するた
めの、堅牢性の高い固有の高感度メソッドを開発および検証しました。ヒト血清またはヒト血漿のサン
プル（100 µL）をタンパク変性沈殿処理によって前処理し、Agilent Captiva EMR-Lipid クリーンアッ
プを実行してから LC/MS/MS で分析しました。このアッセイでは、4 種類の分析対象物すべてについ
て、検量線のダイナミックレンジが 0.4～ 100 ng/mL となり、相関係数 R2 は 0.99 を超えました。
1 ng/mL、10 ng/mL、100 ng/mL の 3 つのスパイクレベルでメソッド定量を検証した結果、ヒト血清
とヒト血漿でいずれも真度が 100 ±15 % 以内、精度 CV <15 % となりました。このメソッドは、ヒト血
液マトリックス中のHCQ および代謝物の新しい定量アプリケーション向けの信頼性の高いソリューショ
ンとなります。

Agilent Captiva EMR-Lipid を用いた  
LC-QQQ によるヒト血清およびヒト血漿中の
ヒドロキシクロロキンと代謝物の分析
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はじめに

ヒドロキシクロロキン（HCQ）は、抗マラリア
薬クロロキンの水酸化型です。この薬はクロ
ロキンと同程度の有効性がありますが、毒性
が低いことがわかっており1、マラリアやその他
の疾病の予防と治療に最も広く使用される処
方薬の 1 つです。HCQ は一般的に経口で投
与され、肝臓で代謝されて 3 つの活性代謝物
（デスエチルクロロキン（DCQ）、デスエチル
ヒドロキシクロロキン（DHCQ）、ビスデスエ
チルクロロキン（BDCQ））になります。  

HCQ と代謝物のほとんどのアッセイは、高速
液体クロマトグラフィー（HPLC）と蛍光（FL）
検出の組み合わせに基づきます。ただし通常、
これらのアッセイは非選択的であり、大量の
サンプルを必要とします。LC/MS/MS は従来
の HPLC-FL 検出より感度と選択性が優れて
いるため、バイオ分析でよく使用されている検
出ツールです。2-4 これらのアッセイで使用され
る一般的なサンプル前処理法としては、シン
プルなタンパク変性沈殿処理（PPT）や液液
抽出（LLE）などがあります。ただし、これら
のサンプル前処理法は時間と手間がかかり、
LC/MS/MS でイオン抑制の原因となる複雑
なマトリックス干渉を招く可能性があります。 

Agilent Captiva EMR-Lipid のカートリッジ
とプレートでは新しい EMR-Lipid 充填剤が使
用されており、生体サンプルマトリックスから
主要な脂質を選択的に除去できます。このメ
カニズムは脂質化合物と EMR-Lipid 充填剤
の間のサイズ排除と疎水性相互作用の組み合
わせに基づいているため、不要な成分損失は
発生しません。一般的なタンパク変性沈殿処
理プロセスの後に Captiva EMR-Lipid クリー
ンアップを実行することで、タンパク質とリン
脂質の血液マトリックスクリーンアップの効率
と選択性が向上します。以前の調査では、生
体血液マトリックスから 99 % 超のリン脂質を
除去できました。5 Captiva EMR-Lipid の 96 
ウェルプレートフォーマットでは、シンプルな
ウェル内 PPT による効率的でハイスループッ
トなサンプル前処理の後に、通過型クリーン
アップを実行できます。このため複数サンプル

の移送にかかる時間と手間を節約し、操作エ
ラーや成分損失が発生する可能性を低減する
ことができます。この方法は複数の臨床研究
アプリケーションで生体血液サンプルの分析
に使用されました6,7。例えばヒト全血に含まれ
る HCQ と代謝物の定量などです。8 今回の調
査ではメソッドアプリケーションをヒト血漿とヒ
ト血清に拡張し、さまざまなヒト血液マトリッ
クス中の HCQ と代謝物の定量分析を実施し
ました。表 1 に、4 種類のターゲット（HCQ、
DCQ、DHCQ、BDCQ）と内部標準 HCQ-d4 
の成分情報を示します。 

表 1. 対象分子

分子 構造 化学式 [M+H]+ (m/z) pKa 

ヒドロキシクロロキン（HCQ） C18H26ClN3O 336.1837
8.3 および 

9.7 [9a]

ヒドロキシクロロキン-d4 
（HCQ-d4）

C18H22D4ClN3O 340.2088 －

デスエチルヒドロキシクロロキン
（DHCQ）

C16H22ClN3O 308.1524
10 および 
15.6 [9b]

デスエチルクロロキン（DCQ） C16H22ClN3 292.1575
8.4 および 
10.9 [9a]

ビスデスエチルクロロキン
（BDCQ）

C14H18ClN3 264.1262 10.2 [9b]
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実験方法 

試薬および調製 
試薬と溶媒はすべて LC/MS グレードのも
のを使用しました。OmniSolv アセトニトリル
（ACN）、メタノール（MeOH）、LiChropur 
ギ酸（FA）は Sigma-Aldrich（セントルイス、
ミズーリ州、米国）から購入しました。試薬グ
レードの水酸化アンモニウム（NH4OH）は 
Ward� s Science（ロチェスター、ニューヨー
ク州、米国）から購入しました。成分標準と内
部標準（IS）は Toronto Research Chemical
（ノースヨーク、オンタリオ州、カナダ）から
購入しました。ヒト血清とヒト血漿 K2EDTA 
は BioIVT（ウェストベリー、ニューヨーク州、
米国）から購入しました。 

標準および溶液の調製 
1 mg/mL の HCQ と内部標準（HCQ-d4）
の原液は、それぞれ水で調製しました。1 
mg/mL の BDCQ、DHCQ、DCQ の原液は、
それぞれメタノール（MeOH）で調製しまし
た。すべての原液と作業用溶液は –20 ℃ で
保管しました。中間希釈液は MeOH:水（1:1、
v:v）で調製しました。

4 つの分析対象物の標準スパイク溶液の混合
物は、水で 10 µg/mL に調製しました。IS ス
パイク溶液は水で 1 µg/mL に調製し、サンプ
ルに直接スパイクするのに使用しました。

Milli-Q 水 1 L に FA 1 mL を加えて、移動
相 A（FA 0.1 % を含む水）を調製しました。
ACN 1 L に FA 1 mL を加えて、移動相 B（FA 
0.1 % を含む ACN）を調製しました。変性
溶媒（95/5 ACN/MeOH）は ACN 190 mL 
と MeOH 10 mL を混合して調製しました。
これを –20 ℃ で保管しました。ACN 160 
mL と Milli-Q 水 40 mL を混合してから濃縮 
NH4OH（29 % のアンモニア溶液）50 mL を
混合して、追加の溶出溶媒（80/20 ACN/水、
NH4OH 5.8 % を含む）を調製しました。ACN 
95 mL、水 5 mL、FA 100 µL を混合して、再
溶解溶液（95/5 ACN/水、FA 0.1 % を含む）
を調製しました。すべての試薬は室温で保管
および使用しました。 

サンプル前処理機器と消耗品
 – Agilent Captiva EMR-Lipid、96 ウェル 
プレート、40 mg（部品番号 5190-1000）

 – Agilent 加圧式マニホールド SPE  
カートリッジ 96 本用（PPM-96） 
（部品番号 5191–4116）

 – Agilent スクウェア 96 ウェル 2 mL  
コレクションプレート（部品番号 
5133009）

 – Agilent スクウェア 96 ウェルシーリング
キャップ（部品番号 5133005）

 – ボルテックスミキサー、VWR 

 – 振とう機、ThermoScientific

 – エバポレータ、CentriVap Complete、
Labconco

 – 遠心分離機 5424 R、Eppendorf

 – ピペット

HPLC 条件

カラム Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C8、2.1 × 50 mm、3.5 µm（p/n 971700-906）

流量 0.3 mL/min

カラム温度 40 ℃

注入量 10 µL

移動相
A）0.1 % ギ酸水溶液 
B）0.1 % ギ酸アセトニトリル溶液

グラジエント

時間（分） %B 流量（mL/min） 
0 5 0.3 
1.0 5 0.3 
2.0 8 0.3 
5.0 10 0.3 
5.1 70 0.3 
7.0 70 0.3

ポストタイム 3.0 min

QQQ 条件

ガス温度 350 ℃

ガス流量 7 L/min

ネブライザ 35 psi

シースガスヒーター  350 ℃

シースガス流量 11 L/min

キャピラリ 3,500 V（POS） 

データ取り込み MRM は表 2 のとおり

機器メソッド
サンプルは次の条件で LC-QQQ システムで 
分析しました。 

表 2. ターゲット化合物の MRM 条件 

分析対象物
プリカーサイオン
（m/z）

プロダクトイオン
（m/z）

CE 
（V）

RT 
（分）

HCQ 336.2
247.0 19

3.17
158.2 19

HCQ-d4（IS） 340.2
251.0 19

3.16
162.2 19

BDCQ 264.1
179.0 20

2.55
247.0 15

DHCQ 308.1
179.0 20

2.70
130.2 17

DCQ 292.2
179.0 18

3.10
114.3 16



4

メソッド検証 
開発したメソッドを真度および精度（A&P）分
析で検証しました。標準液× 2 セット、3 つの
濃度の QC サンプルとマトリックスブランク× 
6 組を適切に調製しました。2 セットの標準液
をシーケンスの最初と最後に分析し、3 つの
濃度の QC サンプルを濃度が低い順から分析
しました。マトリックスブランクサンプルを分析
して、メソッドの選択性とキャリーオーバーを
評価しました。 

分析対象物の絶対回収率および 
マトリックス効果 
中濃度（10 ng/mL）および高濃度（100 
ng/mL）のスパイク済み QC とマトリックス適
合 QC の間で分析対象物のピーク面積を比
較し、それに基づいて分析対象物の絶対回収
率を評価しました。同じ濃度（10 ng/mL と 
100 ng/mL）のマトリックス適合 QC と純粋
な標準液の間で分析対象物のピーク面積を比
較し、それに基づいてマトリックスを評価しま
した。 

キャリブレーション標準と品質管理 
（QC）サンプル前処理
検量線のダイナミックレンジは 0.4 ～
100 ng/mL で、0.4、1、5、10、50、80、
100 ng/mL の濃度のマトリックス標準液を使
用しました。これらの標準液は、血漿ブランク
または血清ブランクに標準スパイク溶液を適
量スパイクした後にボルテックスして調製しま
した。メソッド検証試験では 3 つの濃度（低 
QC 1 ng/mL、中 QC 10 ng/mL、高 QC 100 
ng/mL）の QC サンプルを分析しました。こ
れらの QC サンプルは、マトリックスブランク
にスパイク溶液を適量スパイクして調製しま
した。次に適量の IS スパイク溶液を標準液と 
QC サンプルにスパイクし、マトリックスでの最
終 IS 濃度を 50 ng/mL にしました。すべての
サンプルを静かにボルテックスし、サンプル前
処理プロセスを完了しました。マトリックス適
合 QC は、乾燥したマトリックスブランク残留
物と対応する純粋な標準溶液を 10 ng/mL と 
100 ng/mL で再溶解させて調製しました。純
粋な標準溶液は、標準スパイク溶液を再溶解
溶液で 10 ng/mL と 100 ng/mL まで適切に
希釈して調製しました。 

サンプル前処理
図 1 にサンプル前処理の手順を示します。こ
のメソッドは、ヒト全血用のサンプル前処理メ
ソッドと同じステップに従います。8 ただし血清
と血漿のどちらでも、サンプルに IS をスパイ
クした後に水で希釈する必要がないという点
が異なります。全血サンプルの場合は水を加
えて浸透破壊によって赤血球を溶解させ、あ
らゆる成分を赤血球に吸収させます。ただし、
このステップは血清や血漿の前処理には不要
です。 図 1. サンプル前処理手順スキーム 

0.5 mL の冷却した 95/5 ACN/MeOH を加えて 10 秒間ボルテックスし、10 分間振とうする
サンプルを 15,000 rpm、4 °C で 10 分間遠心分離する

上澄み全量をプレートに移し、5 分間安定させてから、
2～4 psi の圧力をかけてゆっくり溶出させる（3～5 秒ごとに1滴）

乾燥した残留物を 0.1 % の FA を含む 100 μL の 95/5 ACN/水で再溶解させ、
10 秒間ボルテックスし、10 分間超音波処理してから、15,000 rpm、4 °C で 10 分間遠心分離する。

これで分析用サンプルの準備が完了

100 μL のヒト血清および血漿を 1.5 mL ずつスナップキャップチューブに入れる

1 μg/mL の IS と標準溶液を、必要に応じて適切にサンプルにスパイクする

サンプルを氷の上に置き、25 μL の NH4OH を添加して、10 秒間ボルテックスする

Agilent Captiva EMR-Lipid 96 ウェルプレートを PPM-96 マニホールドにセットし、
2 mL のコレクションプレートを下に置く

5.8 % の NH4OH を含む 250 μL の 80/20 ACN/水を添加する。2～4 psi で溶出し、6～9 psi で乾燥させる

溶出液を 50 °C の減圧下で乾燥させる
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結果と考察 

サンプル前処理メソッド 
（ACN や MeOH などの）有機変性溶媒を用
いたタンパク変性沈殿処理メソッドを、生体血
液マトリックス中の HCQ と代謝物の抽出に使
用しました。10 また塩基性薬品に水酸化アン
モニウム（NH4OH）1 % を含む塩基性変性溶
媒も使用しました。11  HCQ と代謝物は塩基性
化合物であるため、水酸化アンモニウムでマト
リックス pH を上げると抽出収率が上がります
（表 1）。血液マトリックス中の生理学的 pH 
では、HCQ とその代謝物の主な型はジカチオ
ン型です。5.8 % の NH4OH（v:v）を含む変性
溶媒によって、マトリックス中のターゲット化
合物が完全に中和され、抽出収率が上がった
ことがわかりました。12 3 種類の血液マトリッ
クス中の各種変性溶媒/溶媒混合液の試験後
に、95/5 ACN/MeOH と 5.8 % の NH4OH 
の混合物を、タンパク変性沈殿処理の抽出
用の変性溶媒として最適化しました。また、
溶出後に 5.8 % の NH4OH を含む 80/20 
ACN/水を用いた洗浄ステップを実行すること
で、回収率が向上しました。

分析対象物の回収率およびマトリックス
効果 
分析対象物の回収率の評価結果を図 2 に示
します。ヒト血漿とヒト血清のどちらのマトリッ
クスでも、すべてのターゲットの絶対回収率が 
60～ 120 %、RSD が 15 % 未満でした。低
濃度および高濃度での分析対象物の回収率
は相互に整合性があり、異なる濃度でもサン
プル前処理メソッドによる抽出効率に一貫性
があることがわかりました。 

図 2. ヒト血漿（A）とヒト血清（B）に含まれる分析対象物の回収率。10 ng/mL と 100 ng/mL で比較 
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分析対象物のマトリックス効果の評価結果を
図 3 に示します。ヒト血漿とヒト血清のどちら
のマトリックスでも、すべてのターゲットで 50 
% 超のマトリックス効果（低濃度 DCQ を除
く）が見られました。一般的に、血漿でも血清
でも、低濃度サンプルのマトリックス効果値は
低くなりました。これはサンプル濃度が低いと
マトリックスの影響が大きくなることを示して
います。マトリックス効果は分析メソッド評価
に適したパラメータですが、定量メソッドが信
頼できるものである限り、特定の許容基準は
ありません。 

メソッドの感度と選択性
メソッド検証の一部として、LOQ レベルでの 
S/N 比に基づいてメソッド感度を評価しまし
た。また LOQ レベルでマトリックスブランクの
寄与と対応する分析対象物のピーク面積を比
較し、それに基づいてメソッド選択性を評価し
ました。図 4 と 5 はそれぞれ、ヒト血清および
ヒト血漿中の各分析対象物のマトリックスブラ
ンクと定量下限（LOQ）のクロマトグラムを示
しています。所定の LOQ（0.4 ng/mL）におけ
る分析対象物の S/N は ≥10 でした。マトリッ
クスブランクの寄与は、LOQ レベルで成分の
レスポンスの 20 % 未満でした。この結果はメ
ソッドの感度と選択性を明確に示しており、定
量メソッドの信頼性を確認できるものです。 

図 3. ヒト血漿（A）とヒト血清（B）に含まれる分析対象物のマトリックス効果。10 ng/mL と 100 ng/mL で比較 
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図 4. ヒト血清マトリックスブランク（A）と LOQ（B）の 4 種類のターゲット化合物の LC/MS/MS MRM クロマトグラム 

A B

図 5. ヒト血漿マトリックスブランク（A）と LOQ（B）の 4 種類のターゲット化合物の LC/MS/MS MRM クロマトグラム 

A B
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検量線の直線性 
マトリックスでは 0.4～ 100 ng/mL のダイナ
ミックレンジで検量線の直線性が示されまし
た。検量線は、直線回帰の適合と 1/x の重み
付けを用いて回帰分析しました。ヒト血清中
の各分析対象物の検量線を図 6 に、対応する

図 6. 0.4～100 ng/mL の範囲のヒト血清に含まれるターゲット化合物の検量線 
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図 7. 0.4～100 ng/mL の範囲のヒト血漿に含まれるターゲット化合物の検量線 
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血漿の検量線を図 7 に示します。すべての検
量線がキャリブレーション範囲を超える優れた
直線性を示し、R2 は 0.99 を上回りました。 
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定量の真度と精度
開発したメソッドを真度および精度（A&P）分
析によって検証し、定量結果全体を収集しまし
た。表 3 の結果には、2 種類のマトリックスの 
3 つの濃度におけるすべての分析対象物の真
度と CV が含まれています。A&P 分析の定量
結果から、メソッドの真度と精度が非常に優
れており、臨床研究試験の一般的な許容基準
（真度が 100 ±15 %、CV が ≤15 %）を満た
していることがわかります。  

結論

タンパク変性沈殿処理とその後の Captiva 
EMR-Lipid クリーンアップを用いた堅牢なメ
ソッドが確立され、LC-QQQ によってヒト血清
およびヒト血漿中のヒドロキシクロロキンと代
謝物を迅速かつ確実に分析できるようになり
ました。このメソッドによって優れた定量結果
を取得し、分析対象物の真度と精度、検量線
の直線性、感度、選択性、効率的な回収率、
マトリックス除去、およびシンプルなワークフ
ローを実現できました。 

表 3. ヒト血清とヒト血清の HCQ および 3 種類の代謝物のメソッドの真度および精度の結果

サンプルマトリックス 添加濃度 HCQ DHCQ DCQ BDCQ

ヒト血漿

1 ng/mL（n = 6）

計算された濃度（ng/mL） 1.06 1.09 1.09 1.09

精度 % 106 109 109 109

CV % 1.9 4.1 2.5 7.3

10 ng/mL（n = 6）

計算された濃度（ng/mL） 10.27 10.48 10.90 10.50

精度 % 103 105 109 105

CV % 3.6 2.3 6.5 5.0

100 ng/mL（n = 6）

計算された濃度（ng/mL） 105.64 104.70 111.93 109.95

精度 % 106 105 112 110

CV % 2.1 5.6 5.0 6.3

ヒト血清

1 ng/mL（n = 6）

計算された濃度（ng/mL） 1.04 1.15 1.00 1.15

精度 % 104 115 100 115

CV % 3.5 5.5 12.6 3.1

10 ng/mL（n = 6）

計算された濃度（ng/mL） 10.39 11.51 11.28 11.52

精度 % 104 115 113 115

CV % 4.2 2.5 5.4 3.5

100 ng/mL（n = 6）

計算された濃度（ng/mL） 102.56 103.31 114.82 98.47

精度 % 103 103 115 98

CV % 1.7 4.2 2.7 5.4
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