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研究成果の概要（和文）：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つ。ビタミンD代謝の理解の
為には、その代謝物の精確な定量方法が必要である。血液中では、ビタミンDおよびその代謝物はGC遺伝子によ
ってコードされるビタミンD結合蛋白質に結合している。本研究では、LC/MS/MSを用いたビタミンD代謝物の精確
な定量を行うと共に、PCR-融解曲線分析によりGC遺伝子型を決定した。それらの結果を併せ、ビタミンD代謝物
およびGC遺伝子型との関係を解析した。その結果、血清ビタミンD代謝物濃度はGC遺伝子型によって影響を受け
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Vitamin D has various roles related to bone metabolism and immune 
regulation. To elucidation of vitamin D metabolism, the accurate quantification method of its 
metabolites is required. In the circulating blood, vitamin D and its metabolites bind to vitamin 
D-binding protein (DBP), encoded by GC gene. In this study, we quantified vitamin D metabolites by 
LC/MS/MS and determined GC genotypes by PCR-melting analysis. The relationship between vitamin D 
metabolites and GC genotypes was analyzed. As a result, serum vitamin D metabolite levels were 
affected by GC genotypes.

研究分野： 臨床検査医学

キーワード： 質量分析　ビタミンD　GC遺伝子　多型解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
健常者におけるビタミンD代謝物の血清濃度とGC遺伝子多型の詳細な関連が明らかになり、各種疾患とビタミンD
の関連を理解するのに有用になることと思われる。臨床検査の視点からは、LC/MS/MSの利用により、これまでの
免疫学的測定法では不可能であった多項目同時分析が可能である事や、得られた知見を他の臨床検査項目へ応用
できる可能性がある。分析感度の向上により検体量を減らすことができ、ビタミンD動態の把握が重要であるに
も関わらず、検体量不足により分析が困難であった乳幼児のステータスでも評価できるようになると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
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。 従来の抗体のみを用いた免疫学的測定法では、
微細な分子構造の差異を弁別することは難しい。一方、分子量の微細な違いを測り分けることは
質量分析技術の最も得意とするところであり、ビタミン D 代謝物のような低分子化合物の分析
には特に有用である。さらに近年、血清 25(OH)D 濃度に人種差が存在することが報告されてお
り、この理由の一つとして、ビタミン D 代謝物のキャリア蛋白質であるビタミン D 結合蛋白質
(GC 遺伝子に よってコードされている)の遺伝子多型の関与が考えられており、人種差の影響が
少なくビタミン Dの充足状態を反映する新たなマーカーとして、Free 25(OH)D [f25(OH)D, DBP
およびアルブミンに結合していない遊離の分画]が提案されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ビタミン D 代謝物の精密定量とビタミン D 関連マーカーの算出、GC 遺伝子多型の
解析を行う。健常者血清の 25(OH)D、24,25(OH)2D、1,25(OH)2D、DBP、f25(OH)D、ビタミン D代
謝物比(VMR)を分析し、各項目間の関連や GC 遺伝子多型との関係を明らかにしていく。 
 
３．研究の方法 
 
(1) LC/MS/MS によるビタミン D代謝物の精密定量 
試料前処理法として、血清 25(OH)D3、-D2、3-epi-25(OH)D3、24,25(OH)2D3 の分析には supported 
liquid extraction (SLE)を、血清 1,25(OH)2D3、-D2 の分析には immunoextraction を用いた。
LC/MS/MS におけるイオン化効率の上昇に、4-(4'- dimethylaminophenyl)-1,2,4-triazoline-
3,5-dione (DAPTAD)を使用して誘導体化を行った。HPLC の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、HPLC カラムには C18 coreshell column を用いた。MS/MS のイオ
ン化法には ESI positive ion モード、定量分析には 選択反応モニタリング(SRM)モードを使
用した。 
 
(2) ビタミン D結合蛋白質の定量 
LC/MS/MS によるビタミン D結合蛋白質定量法では、血清 1uL を ABC 緩衝液で 20倍希釈し、加熱
後にトリプシン消化を行った。その上清を LC/MS/MS により分析した。使用したトランジション
を表 1に示す。また、LC/MS/MS とは別に ELISA も使用した。 

Compound Precursor (m/z) Product (m/z) CE (V) 
DBP-Common_VLEPTLK 400.2 587.3 14 
DBP-GC1f_LPDATPTELAK 578.3 830.5 22 
DBP-GC1s_LPEATPTELAK 585.3 830.5 22 
DBP-GC2_LPDATPK 371.2 628.3 14 
ALB_AEFAEVSK 440.7 680.4 16 

表 1. 質量分析による DBP 定量のトランジション 
 
(3) ビタミン D関連マーカーの算出 
f25(OH)D は Vermeulen の式より算出した。解離定数にはアルブミン が 6.0×105 M-1、DBP が 7.0
×108 M-1 を使用した。ビタミン D 代謝物比(VMR)は、1,25(OH)2D/25(OH)D (VMR-A)および
24,25(OH)2D/25(OH)D (VMR-C)を算出した。 
 
(4) GC 遺伝子多型の解析 
GC 遺伝子には近接した 2 つの一塩基多型(rs7041 および rs4588)の組み合わせにより 3 つの
遺伝子型(GC1F, GC1S, GC2)が存在する。それらについて LNA プローブを用いた、PCR-融解曲線
分析により解析した。 
 
(5) ビタミン D関連マーカーと GC遺伝子多型、PTH との関連解析 
得られたデータを比較し統計解析を行った。 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
(1)ビタミン D代謝物と GC遺伝子多型の関連 
健常者 232 例のビタミン D代謝物の値と GC 遺伝子多型の関連を調べた。GC 遺伝子多型は GC1/1
群(GC1F/1F, GC1F/1S, GC1S/1S)、GC1/2 群(GC1F/2, GC1S/2)、GC2/2 群(GC2/2)の 3つに分けて
解析した。その結果、血清 25(OH)D3 および 1,25(OH)2D3 は GC 遺伝子多型群毎に有意な差を認
めた(表 2)。一方、24,25(OH)2D は有意な差はみられなかった。すなわち、血清 25(OH)D3 および
1,25(OH)2D3 は GC 遺伝子多型による影響を受けることが示唆された。 
 
Marker Statistics GC1/1 GC1/2 GC2/2 p-value 

25(OH)D 
(ng/mL) 

Median 15.7 13.9 12.3 
0.00162 

IQR 12.8−20.5 10.8−18.2 9.3−14.6 

1,25(OH)2D 
(pg/mL) 

Median 35.6 36 30.5 
0.00953 

IQR 30.3−42.9 28.5−40.6 26.4−34.3 

24,25(OH)2D3 
(ng/mL) 

Median 1.1 1.1 0.95 
0.452 

IQR 0.79−1.7 0.65−1.5 0.74−1.3 
表 2. ビタミン D代謝物と GC 遺伝子多型の関連。p-value は Kruskal-Wallis test により算出。
IQR, interquartile range 
 
(2) ビタミン D結合蛋白質の定量 
健常者232例のビタミンD結合蛋白質の定量にはモノクローナル抗体を用いたELISA (mELISA)、
ポリクローナル抗体を用いた ELISA (pELISA)、および LC/MS/MS を使用した。LC/MS/MS での分析
は内部標準として用いる安定同位体標識蛋白質を入手することが困難であったため、ビタミン D
結合蛋白質の定量には pELISA の値を使用した。mELISA では GC 遺伝子型毎に血清濃度が大きく
異なることが確認された(図 1)。 
 

 
図 1. ビタミン D結合蛋白質の定量値の比較 

 
(3) f25(OH)D、VMR と GC 遺伝子多型の関連 
ビタミン D代謝物とビタミン D結合蛋白質の結果より、f25(OH)D、VMR-A/C を算出し、その結果
を GC 遺伝子多型毎に比較した。f25(OH)D、VMR-A/C のいずれもが有意な差を認めず、GC遺伝子
多型による影響を受けないことが示唆された(表 3)。 
 
Marker Statistics GC1/1 GC1/2 GC2/2 p-value 

f25(OH)D 
(pg/mL) 

Median 2.8 2.5 2.4 
0.0752 

IQR 2.3−3.7 2.0−3.2 1.9−3.0 

VMR-A (%) 
Median 0.23 0.24 0.24 

0.122 
IQR 0.17−0.30 0.20−0.34 0.19−0.32 

VMR-C (%) 
Median 7.3 8.0 8.4 

0.0727 
IQR 6.0−8.5 6.0−9.1 7.1−9.6 

表 3. f25(OH)D、VMR と GC 遺伝子多型の関連。p-value は Kruskal-Wallis test により算出。
IQR, interquartile range 
 
今後、これらの内容を論文化していくことを目指す。 
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