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研究成果の概要（和文）：LC-MS/MSにおけるイオン化効率の増強のためにビタミンD代謝物をDAPTADで誘導体化
した。イオン強度は、25(OH)D3-DAPTADでは25(OH)D3に比べて約100倍程度上昇した。検体前処理にSLEを使用す
ることにより、4つの血清ビタミンD代謝物[25(OH)D3、3-epi-25(OH)D3、25(OH)D2、24,25(OH)2D3]を高感度かつ
安定して分析することができた。今後は、血清1,25(OH)2Dの分析法の構築も行なっていく。

研究成果の概要（英文）：DAPTAD derivatization of vitamin D metabolites were performed for enhancing 
the ionization efficiency of LC-MS/MS. As compared with 25(OH)D3, the intensity of 25(OH)D3-DAPTAD 
was increased approximately 100-fold higher. By using SLE for sample preparation, the high-sensitive
 and robust method for quantification of  4 serum vitamin D metabolites was established. We are 
planning to establish serum 1,25(OH)2D analysis method by LC/MS/MS.

研究分野：病態検査学
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１．研究開始当初の背景 
近年、食生活の偏りや日光浴の減少などを背
景とした乳幼児や成人のビタミンD不足が問
題となっている。一方、ビタミン Dはホルモ
ンとして多様な作用を持ち、その不足は乳幼
児の骨疾患だけでなく、成人の免疫性疾患、
悪性腫瘍などのリスクとも関連することが
注目され、特に欧米では関連サプリメントが
多用されている。ビタミン D代謝物は分子構
造によってその生物学的活性が大きく異な
るため、ビタミンD代謝動態を把握する上で、
それぞれの代謝物の精確な定量は必須であ
る。これまで、25(OH)D や 1,25(OH)2D の血中
濃度分析には抗体を用いた免疫学的測定法
(主に radioimmunoassay; RIA)が用いられて
きた。この方法の問題点として、①交差反応
による測定対象以外のビタミンD代謝物の測
り込みがある、②放射性廃棄物が出る、③ラ
ンニングコストが高い、④検体量を多く必要
とする、ということが挙げられる。近年では
これらの問題を解決すべく、感度・特異度に
優れた LC-MS/MS を用いた分析が盛んに行わ
れている。しかしながら、ビタミン Dはその
構造上イオン化し難く、特に血中濃度の低い
1,25(OH)2D は定量に十分な感度が出ず、
LC-MS/MS の中でも最も分析が難しいものの
ひとつと言われている。また、分析技術の進
歩と共に近年では新たなビタミンD代謝物が
発見されており、例えば 25(OH)D3 の 3 位水
酸基の光学異性体である 3-epi-25(OH)D3 が
報告された。これは 25(OH)D3 と異なり生物
活性が無いため、測り分けが必要であるが、
免疫学的測定法では弁別できない可能性が
ある。したがって、ビタミン D代謝および生
物学的活性の包括的な理解の為に、ビタミン
D代謝物の精密定量法が必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
ビタミン D は骨代謝や免疫調節に関連した
様々な作用を持ち、その不足は乳幼児の骨疾
患だけでなく、成人の免疫性疾患、悪性腫瘍
などのリスクとも関連するため、代謝物を含
めた精確な定量が必要である。ビタミン D代
謝物は分子構造によってその生物学的活性
が大きく異なり、代謝動態の正確な評価には
精密定量法の構築が不可欠である。従来の免
疫学的測定法では微小構造差の弁別は難し
い。本研究ではビタミン D代謝物の精確な定
量の為に、LC-MS/MS を用いた高精度ビタミン
D 代謝物分析法を構築することを目的とする。
前述の通り、ビタミン Dはその構造上イオン
化し難いため、Diels-Alder 反応により
Cookson 型試薬と共有結合させることにより、
イオン化効率が上昇し感度の増大が期待で
きる。 
 
３．研究の方法 
（１）分析法の構築 
①質量分析計の最適化 
三連四重極質量分析計（TSQ vantage）の最

適化を行う。イオン化法には汎用性の高い
ESI positive ion モードを用いる。まず、精
製物質を用いてビタミンD代謝物の誘導体化
による質量の変化を確認する。誘導体化に用
いるCookson型試薬は東京理科大学の東達也
教授・小川祥二郎助教らによって開発された、
4-(4'-dimethylaminophenyl)-1,2,4-triazo
line-3,5-dione (DAPTAD)を使用する。定量
分析には選択反応モニタリング（SRM）モー
ドを使用する為、MS/MS スペクトルを分析し、
最適な SRM トランジションを選択する。さら
に、SRM の感度を最大限に引き出す為、ESI
および開裂エネルギーの最適化を行う。 
 
②HPLC の最適化 
HPLC（Nanospace SI-2）による分離条件の最
適化を行う。精確な定量の為に HPLC の分離
は重要であり、構造が非常に類似しているビ
タミンD代謝物がしっかりと分離する条件を
探索する。移動相にはアセトニトリル/0.1% 
蟻酸と水/0.1% 蟻酸を使用し、カラムには汎
用性の高いC18 coreshell columnを用いる。
特に構造の類似している 25(OH)D3 と
3-epi-25(OH)D3 の分離が重要であり、さらに、
検体処理能力を上げる為、5分/1 分析で行え
るよう、さらにカラム長やグラジエントの検
討を行っていく。 
 
③前処理の選択および最適化 
LC-MS/MS を用いた血中薬物濃度分析や微量
ペプチド分析で使用報告のある supported 
liquid extraction (SLE) お よ び
immunoextractionを用いる。血清25(OH)D3、
-D2、3-epi-25(OH)D3、24,25(OH)2D3 分析の
前処理法には簡便かつ効率的な方法（所要時
間、約 30 分）として SLE を選択し、その抽
出条件の最適化を行う。一方、1,25(OH)2D の
血清濃度は 25(OH)D のおよそ 1000 分の 1 で
あり、分析にはさらに高い感度が要求される
ため、抗体を用いた immunoextraction (抗体
反応、1 時間)により 1,25(OH)2D を特異的に
抽出する。Immunoextractionでは 1,25(OH)2D
以外の代謝物が交差反応する可能性がある
が、LC-MS/MS の選択性によりそれぞれを弁別
することができるので交差反応性は問題に
ならない。 
 
（２）基礎性能評価 
同時再現性および日差再現性をN=20で求め、
分析法の安定性を、さらに米国の NIST が認
証する標準物質（SRM972a）を分析し、測定
系の正確さを検証する。最小定量感度および
検出感度を求める為に、段階希釈試料を用い
た希釈試験を行う。再現性はいずれも CV<10%、
SRM972a の実測値と理論値のズレが 5%未満、
最 小 定 量 感 度 は 25(OH)D, <1 ng/mL; 
24,25(OH)2D3, <0.5 ng/mL; 1,25(OH)2D, <10 
pg/mL を目標とする。検体種（血清、EDTA 血
漿、へパリン血漿）による分析安定性の検討
も行なっていく。 



 
４．研究成果 
（１）分析法の構築 
質量分析、HPLC、検体前処理法の最適化を行
った。Cookson 型試薬によりビタミン D 代謝
物を誘導体化することで、イオン化効率が上
昇することを確認した。2 種類の Cookson 型
試薬(PTAD および DAPTAD)を検討し、25(OH)D
に比べて 25(OH)D-PTAD では約 10 倍、
25(OH)D-DAPTADでは約100倍のイオン強度の
上昇がみられた（図 1）。また、HPLC では C18
コアシェルカラムを使用することにより、
25(OH)D3 と 3-epi-25(OH)D3 の分別定量が可
能になった。検体前処理法については、まず、
血清 25(OH)D3 、 -D2 、 3-epi-25(OH)D3 、
24,25(OH)2D3分析の前処理のためにSLEの抽
出条件の最適化を行った。血清 20μL を 30% 
2-propanol 280μL で希釈し、SLE に添加し、
酢酸エチル/ヘキサン(50:50, v/v)溶液で溶
出することにより、回収率が良く安定して分
析できる結果であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.誘導体化によるイオン強度の上昇 
 
（２）基礎性能評価 
血清 25(OH)D3、3-epi-25(OH)D3、25(OH)D2、
24,25(OH)2D3 の同時分析（図 2）の基礎性能
評価を行なった。同時再現性はそれぞれ、
0.9%, 3.0%, 4.4%, 3.8%であった。日差再現
性はそれぞれ、2.2%, 3.4%, 4.4%, 9.2%であ
った。SRM972a を分析し求めた正確さはそれ
ぞれ、98.8%, 102.2%, 99.0%, 99.4%であっ
た。本法の再現性、正確性は共に良好な結果
で あ っ た 。 最 小 血 清 25(OH)D3 、
3-epi-25(OH)D3、25(OH)D2、24,25(OH)2D3 の
同時分析の最小定量感度はそれぞれ、0.091 
ng/mL, 0.020 ng/mL, 0.013 ng/mL, 0.024 
ng/mLであった。血清25(OH)Dは健常者では、
10-40 ng/mL と言われており、ビタミン D 代
謝動態を評価するのに十分な感度を有して
いると考えられる。また、検体種（血清、EDTA
血漿、へパリン血漿）による分析安定性の検

討を行なった結果、どの検体種においても測
定値に有意な差はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 血 清 25(OH)D3; 3-epi-25(OH)D3; 
25(OH)D2; 24,25(OH)2D3 の同時分析 
 
110 名の健常者検体を用いて LC-MS/MS と RIA
による 25(OH)D測定値の比較を行なった結果、
RIAでは LC-MS/MSに比べて約30%高値傾向を
示 す こ と が わ か っ た 。 他 の 代 謝 物
[3-epi-25(OH)D3、24,25(OH)2D3]を加えると、
この傾向は約 10%程度に下がるため、RIA 法
では 25(OH)D以外の代謝物も測り混んでいる
可能性が示唆された。 
今後は、より多数の健常者データを集め、基
準範囲を構築すると共に、1,25(OH)2D につい
ても同様に分析法の構築および基礎性能評
価を行なっていく。 
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