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로 입증되면서, 폼페병을 조기에 진단하기 위한 검사의 중요성은 

더욱 강조되고 있다[3]. 이 질환을 확실히 진단하기 위해서는 GAA 

효소활성측정법으로 GAA의 결핍이 증명되어야 하지만[4], 이 측

정법은 폼페병과 GAA의 가성결핍(pseudodeficiency)을 정확히 

구분하는 데 어려움이 있기 때문에 단독으로 확진 검사로 쓰이기

에는 한계가 있다[5]. 특히 일본을 비롯한 동아시아 국가에서 GAA

의 가성결핍 환자들의 유병률이 서구보다 더 높은 것으로 알려져 

있어 효소활성측정법만으로 폼페병을 진단하는 것은 부적합하다

는 문헌들이 발표되었다[5-8]. 

소변 포도당 사당류(urinary glucose tetrasaccharide, 6-α-D-

glucopyranosyl-maltotriose, Glc4)는 폼페병을 비롯한 많은 당원축

적병들의 선별검사 및 치료효과 감시를 위한 보조적인 생물학적 

표지자로 보고되어 왔으며, 가성결핍 환자와 당원축적병 환자를 

구분하는 유용한 감별진단 요소로 사용될 수 있는 것으로 알려져 

있다[9-12]. Glc4를 측정하기 위하여 박층크로마토그래피법이나 고

성능크로마토그래피법(HPLC)을 비롯한 많은 방법들이 연구되어 

폼페병(Pompe disease)은 제2형 당원축적병으로, 리소좀 산성 

알파-글루코시데이스(lysosomal acid α-glucosidase, GAA)의 결핍

으로 인해 나타나며 심근과 골격근을 침범하는 것으로 알려져 있

다[1, 2]. 여러 임상 연구에서 재조합 인간 산성 알파-글루코시데이

스(recombinant human acid α-glucosidase)를 이용한 효소대체치

료법을 빨리 시행할수록 폼페병의 증상 호전에 도움이 되는 것으
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We evaluated the urinary glucose tetrasaccharide (Glc4) assay using ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-
MS/MS). The calibration curve was linear over a range of 5-500 µmol/L. Performance parameters such as intra- and inter-day imprecision CVs 
were 6.52-14.6% and 11.5-13.2%, respectively. The mean concentrations of urinary Glc4 in 27 normal controls and 3 pseudodeficiency patients 
were 1.5 and 12.1 mmol/mol creatinine, respectively. Urinary Glc4 concentration in a patient with Pompe disease was 171.3 mmol/mol creatinine, 
which decreased to 130.9 mmol/mol following enzyme replacement therapy. Based on our results, we suggest that the urinary Glc4 assay using 
UPLC-MS/MS can be a reliable diagnostic tool for identification of patients with Pompe disease.
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왔다[3, 10, 12, 13]. 최근에는 소변 Glc4를 측정하는 데 있어 초고성

능 액체크로마토그래피-탠덤질량분석기(ultra-performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)가 이

용되기 시작하였다[14]. 본 연구에서는 HPLC보다 높은 해상도, 짧

은 분석시간, 높은 특이도의 장점을 가질 뿐 아니라 GAA 가성결핍 

환자를 구분하는 데 도움을 줄 수 있는 것으로 알려진 UPLC-MS/

MS를 이용한 소변 포도당 Glc4의 측정법을 개발하고 평가하였다.    

본 연구에서는 분당서울대학교병원에 건강검진 목적으로 방문

한 27명의 정상대조군 환자군의 소변 검체와 GAA 유전자검사를 

통해 가성결핍 환자로 진단된 3명의 소변 검체, 그리고 GAA 효소

활성측정법과 유전자 돌연변이 검사로 폼페병으로 진단받은 1명 

환자의 진단 당시의 소변 검체 및 효소대체치료를 받은 후의 검체

를 이용하였다. 가성결핍 환자와 폼페병 환자의 아카보스 처리한 

GAA 효소활성도는 각각 5.8±2.8와 0.3 nmol/hr/mg protein이었

다(정상범위 4.1-60.4 nnmol/hr/mg protein). 

모든 과정은 원내 임상시험심의위원회의 승인에 의해 진행되었

다(No. B-0807/059-301). 

Glc4의 분석은 Sluiter 등[14]의 방법을 변형하여 시행하였다. 보정

물질은 Glc4를 4 mmol/L 요산을 함유한 0.1% 수산화암모늄으로 

희석하여 만들었고 0, 5, 25, 50, 100, 250, 500 µmol/L 7가지 단계의 

농도로 제조하여 사용하였다. 소변 검체 또는 보정물질 100 µL와 

0.1% 수산화암모늄 100 µL를 Amicon Ultra Centrifugal Filters 

(Ultracel_10K, Millipore Corporation, Darmstadt, Germany)에 넣

고 내부표준물질로 250 mmol/L 아카보스(acarbose) 100 µL를 첨

Fig. 1. Representative UPLC-MS/MS MRM chromatograms of 100 µmol/L standard solution of Glc4 (A) and Glc4 in urine samples from a normal 
control (B) and a patient with Pompe disease (C).
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가하였다. 13,000 g에서 10분 동안 원심분리한 후 여과액을 UPLC-

MS/MS로 분석하였다. UPLC-MS/MS 장비는 LC-30A Nexera UPLC 

system (SHIMADZU Co., Kyoto, Japan)과 AB SCIEX API 6500 tri-

ple quadrupole tandem mass spectrometer (AB Sciex Pte., Ltd., 

Framingham, MA, USA)를 이용하였고, 칼럼은 ACQUITY UPLC 

BEH Amide (2.1×100 mm, 1.7 μm, Waters, Watford, UK)를 사용

하였다. 이동상 A는 90% 아세토니트릴과 0.1% 수산화암모늄을, 이

동상 B는 30% 아세토니트릴과 0.1% 수산화암모늄을 사용하였다. 

이동상 A를 100%로 시작하여 4분까지 83.3%로, 7분까지 50%로 

낮춘 후 8분까지 유지하다가, 8.01분에 100%로 높여 칼럼을 재평형

화시켰다. Glc4와 아카보스의 정량은 음이온 모드에서 다중반응모

니터링(multiple reaction monitoring, MRM)법으로 이온쌍 m/z 

665>179와 644>161을 각각 사용하여 측정하였다. MS/MS 조건은 

declustering potential (DP), collision energy (CE), collision cell exit 

potential (CXP)이 각각 -95 V, -44 V, -7 V와 -115 V, -38 V, -15 V였다.

Glc4와 아카보스의 UPLC 머무름 시간은 각각 7.90분과 7.26분

으로 성공적으로 분리되었다(Fig 1). 보정곡선은 5-500 µmol/L 범

위에서 직선성을 가지고 있었으며, 선형회귀값(R2)은 0.999 이상이

었다. 저농도(10 µmol/L Glc4)와 고농도(200 µmol/L Glc4) 물질을 

각각 10번 반복 측정하여 구한 일내정밀도의 변이계수는 각각 

14.6%와 6.52%였고, 8일 반복 측정하여 구한 일간정밀도의 변이계

수는 각각 13.2%와 11.5%을 보여 만족할 만한 수준이었다. Post-

column infusion 모델방법으로 측정한 결과 Glc4의 머무름 시간인 

7.90분에서 이온억제가 관찰되지 않았다. 저농도(50 µmol/L)와 고

농도(150 µmol/L)의 Glc4 표준 물질을 Amicon 필터로 추출하기 전

과 후로 2회 측정한 결과, 저농도에서는 120.8±20.8%, 고농도에서

는 106.2±5.6%의 회수율을 보여 필터 추출 과정에서의 회수율에

는 문제가 없음을 확인하였다.

27명의 성인 정상대조군의 소변 Glc4 농도 분포는 평균과 표준편

차가 1.5±1.9 mmol/mol 크레아티닌(mmol/mol Cr)으로, Sluiter 등

의 20세 이상 성인의 농도(1.0±1.9 mmol/mol Cr, n=23)와 유사한 

분포를 보였다. 3명의 가성결핍 환자들(나이: 28±19세, 모두 남자)

의 평균과 표준편차는 12.1±5.4 mmol/mol Cr이었다. 폼페병으로 

진단된 6세 여아 환자의 소변 Glc4값은 171.3 mmol/mol Cr이었으

며 효소대체치료를 1.5개월 시행한 이후 130.9 mmol/mol Cr로 감

소하였다(Fig. 2). 

이번 연구에서 가성결핍 환자 및 폼페병 환자에게서 측정된 

Glc4값은 뚜렷이 구분이 가능했으나, 연구에 활용된 가성결핍 환

자 및 폼페병으로 진단받은 환자에게서 얻은 검체의 수가 적어 가

성결핍 환자의 진단적 구분 및 효소대체치료법의 효과를 추적 관

찰하는 데 있어 Glc4의 유용성의 평가를 위해 추가적인 연구가 필

요할 것으로 생각된다. 소변 Glc4의 농도는 폼페병의 발병 시기와 

임상 증상의 진행 속도에 따라 증가 정도가 다를 수 있고[3] 정상인

에서도 연령에 따라 정상치의 차이가 있을 수 있으므로[14], 발병 

시기 및 중증도에 따른 폼페병 환자군과 다양한 연령의 대조군을 

확보한 후 Glc4 농도 분포에 대한 추가 연구가 필요할 것이다. 

본 연구에서 UPLC-MS/MS를 활용한 소변 Glc4 측정법은, 폼페병

과 GAA의 가성결핍 환자군에서 Glc4 농도의 뚜렷한 차이를 보여, 

폼페병의 확진 검사를 위한 보조적인 생물학적 표지자로 활용할 

수 있는 가능성을 확인하였다. 

요  약

본 연구에서는 초고성능 액체크로마토그래피-탠덤질량분석기

를(UPLC-MS/MS) 이용한 소변 포도당 사당류(Glc4) 측정법에 대해 

평가하였다. 직선성 평가에서 5-500 µmol/L의 범위에서 직선성을 

보였고, 일내정밀도와 일간정밀도 변이계수는 각각 6.52-14.6%, 

11.5-13.2%를 보였다. 27명의 정상대조군 및 3명의 가성결핍 환자

들의 Glc4 평균값은 각각 1.5, 12.1 mmol/mol 크레아티닌이었다. 폼

페병 환자의 진단 당시 Glc4 측정값은 171.3 mmol/mol 크레아티닌

이었으며 효소대체치료를 받은 후에 130.9 mmol/mol 크레아티닌

으로 감소하였다. 따라서 UPLC MS/MS를 이용한 소변 Glc4 측정은 

폼페병의 진단에 보조적인 생물학적 표지자로 활용될 수 있을 것

이다.
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Fig. 2. Urinary Glc4 concentrations in normal controls (n=27), pseudo-
deficiency individuals (n=3), and in a patient with Pompe disease, be-
fore and after enzyme replacement therapy (ERT).
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