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研究成果の概要：ガスクロマトグラフ質量分析計 (GC-MS)による尿中ステロイド代謝物の一斉分析は、様々な疾
患の精査に利用されている。一方で、GC-MS測定の迅速性には限界があり、1)難揮発性ステロイドの前処理に2日
要すること、2) GC-MS分析時間に80分/件かかることが理由である。本研究は、誘導体化を行わない液体クロマ
トグラフィータンデム質量分析（LC-MS/MS）で測定する系を構築し、これまでGCでのみ分離が可能であった項目
の分離を成功させた。

研究分野：質量分析

キーワード： LC-MS/MS　尿中ステロイド代謝物

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究成果から尿中ステロイド代謝物の一斉分析に最適なカラムをPhenyl hexylカラムであると結論づけ
た。このカラムは、環状構造をもつ化合物の分離に優れたπ-π結合を原理とするカラムであり、分離に有利で
あると予測した結果と合致する。加えて、溶離液として、0.2mM Ammonium fluoride, 0.2mM Ammonium fluoride
 Methanolの組み合わせが感度、分離にとって最適であった。これまで、これらのステロイドをLC-MS/MSで効率
よく分離し、それぞれのカラムとステロイドの分離の関係についての情報は多くないため、重要な情報であると
考えられる。
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１．研究の目的 
申請者が所属する慶應義塾大学医学部では日本で唯一尿中ステロイド代謝物をガスクロマト
グラフ質量分析計 (GC-MS)により一斉分析しており、全国から多くの検体を受託している。本検
査は網羅的なステロイド動態情報を提供できるため、様々な疾患の精査に利用されている。なか
でも、新生児マススクリーニング 17α-hydroxyprogesterone (17-OHP) 高値や外陰部異常など
を呈し、21 水酸化酵素欠損症等の先天性副腎過形成の鑑別を必要とされる新生児・乳児症例の
精査を依頼されることが多く、全体の半数以上を占める。これら疾患は診断治療に緊急性を求め
られるため、至急報告を要望されることが多いが、現行の GC-MS 測定では迅速性に限界がある。
理由は、1) GC-MS の原理上、難揮発性ステロイドを気化可能な分子への変換前処理が必要であ
り、この操作に 2日要すること、2) GC-MS 分析時間に 80 分/件かかることである。 
 これに対し、液体クロマトグラフィータンデム質量分析（LC-MS/MS）測定では必ずしも誘導体
化を実施する必要はなく、一般的なプロトコルでは1件あたりの分析時間は約30分以下である。
LC の理論段数は GC のそれに比べると小さいため、一部分離困難なステロイドの存在が予見され
るものの、至急分析には適している。当検査室で長年かけて特定してきた各種ステロイド産生異
常症の診断指標ステロイドを LC-MS/MS で測定する系の構築ができれば、結果の迅速返却による
臨床への貢献が可能となる。 
本研究の目的は、ステロイドのような環状構造をもつ化合物の分離に優れたπ-π結合を原理
とするカラムと、所有する LC-MS/MSを組み合わせることで、臨床的有用性の高い項目の分離・
検出を実現し、診療貢献することにある。 
 
２．研究成果 
方法として、当院で保有するステロイド標準品 56 種類と、安定同位体置換ステロイド標準品
16 種類を使用した。また、水は、Puric-α (Organo Corp, Tokyo, Japan)を用いて都度採水し
た。LC-MS/MS 前処理ならびに分析には、Methanol (Kanto chemical, Tokyo, Japan) と、Ammonium 
fluoride (Sigma-aldrich, Darmstadt, Germany), Acetonitrile (Fujifilm Wako Pure Chemical, 
Tokyo, Japan)を利用した。 
液体クロマトグラフタンデム質量分析装置には、LCMS8060NX (Shimadzu, Kyoto, Japan)を利
用した。また、カラムとして次に示す 6本を用意した。Aquity UPLC BEH phenyl 1.7μm*2.1*150mm 
(Waters, MA, US) (hereinafter referred to as Phenyl hexyl), Shim-pack GIST Phenyl 2μ
m*2.1*150mm (Shimadzu, Kyoto, Japan) (hereinafter referred to as Single phenyl), 
Kinetex C8 2.6μm*2.1*150mm (Phenomenex, CA, US)(hereinafter referred to as C8), Aquity 
UPLC BEH C18 1.7μm*2.1*150mm (Waters, MA, US) (hereinafter referred to as C18), 
Kinetex 1.7μm Biphenyl 2.1*150mm (Phenomenex, CA, US) (hereinafter referred to as 
Biphenyl), Shim-pack Velox Biphenyl 1.8 μ m*2.1*150mm (Shimadzu, Kyoto, Japan) 
(hereinafter referred to as Shimazu-biphenyl)を利用した。なお、サンプルバイアルには、
High-purity polypropylene (PP) vials (1030-14101, GL science, Tokyo, Japan), TORAST-H 
Glass Vial (370-04301-02, Shimadzu GLC, Tokyo, Japan), TORAST Glass Vial (GLCTV-802, 
Shimadzu GLC, Tokyo, Japan), LCMS Certified Clear Glass 12 x 32 mm Screw Neck Total 
Recovery Vial(600000671CV, Waters, MA, US), TruView LCMS Certified Clear Glass 12 x 32 
mm Screw Neck Max Recovery Vial (186005662CV, Waters, MA, US)を使用した。LC-MS/MS のソ
フトウェアには Labsolutions (5.99 SP2), Labsolutions Connect MRM (ver2.11)を利用した。 
 LC-MS/MS でのイオン検出を可能にするため、保有するすべてのステロイド標準品（安定同位
体置換ステロイド標準品を含む）の MRM 情報を取得した。取得を行ったステロイドの総数は 72
種類（ステロイド 56 種類・安定化同位体置換標識ステロイド 16 種類）であり、それぞれのステ
ロイドからプリカーサーイオンとして、[M+H]+, [M+H-H2O]+, [M+H-2H2O]+, [M+NH4]+ and [M-
H]-の 5 つを探索した。このそれぞれのプリカーサーイオンから、シグナルの強度順にそれぞれ
5個のプロダクトイオンを検出した。1つのステロイドに対して最大 5個のプリカーサーイオン
と各最大 5個のプロダクトイオンが得られるため、そのうち感度、特異度に優れたイオンを 2つ
選択した（1つのステロイドでは[5C1×5P2]通りの組み合わせ）。 
 分離可能性のある 5 本のカラムで同一グラジエント条件にて、分析対象のステロイドそれぞ
れを分離し、RT、half width を調査した。性質の異なる 5つのカラムを比較することで、いく
つかの特徴を確認した。これらの情報を元に、各ステロイドの RT より、度数分布図を作成した
（Fig.1）。 
 
 
 
 
 
 



Fig.1 各カラムにおける測定対象ステロイド溶出時間の度数分布図 

 
また、尿中ステロイド測定で重要となる立体異性体の分離度を確認するため、それぞれの立体異
性体毎の Rs 値を算出し、それらの積算値をグラフにした（Fig.2）。また位置異性体についても
同様に Rs 値を算出し、それらの積算値をグラフにした（Fig.3）。Rs 値は日本薬局方ならびに JIS 
HPLC 通則に従い、下記の式を用いて計算した。 

Rs = 1.18×
|ܴ ଵܶିܴ ଶܶ|

ℎ݈݂ܽ ݐ݀݅ݓℎଵ + ℎ݈݂ܽ ݐ݀݅ݓℎଶ
 

 

 
左：Fig.2 立体異性体グループ毎の Rs 値の積算値のカラム毎積み上げ棒グラフ 
右：Fig.3 位置異性体グループ毎の Rs 値の積算値のカラム毎積み上げ棒グラフ 
 
これらの結果から、Single Phenyl カラムの保持は全ステロイドで弱く（Fig.1）、立体異性体の
分離には、Phenyl hexyl が最も有利であった（Fig.2）。加えて、位置異性体の分離には C18 カ
ラムが最も有利であった（Fig.3）。尿中のステロイドでは、立体異性体の違いは、疾患の鑑別に
重要な情報をもたらす場合があり、立体異性体の分離を優先すべきであると判断した。 
このことから、今回の研究成果から尿中ステロイド代謝物の一斉分析に最適なカラムを Phenyl 
hexyl カラムであると結論づけた。このカラムは、環状構造をもつ化合物の分離に優れたπ-π
結合を原理とするカラムであり、分離に有利であると予測した結果と合致する。加えて、溶離液
として、0.2mM Ammonium fluoride, 0.2mM Ammonium fluoride Methanol の組み合わせが感度、
分離にとって最適であった。これまで GC でのみ分離が可能であった保険適用項目（17-KS 分画）
の分離を成功させたことは、誘導体化の不要な LC-MS/MS での測定を可能とさせ、報告日数を大
幅に低下させることを可能とした。 
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