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研究成果の概要（和文）：　先天性副腎過形成症 (CAH) をはじめとする先天性代謝異常症の精密検査法の確立を目標
に，マーカー分子の特徴的部分構造を多点で認識し，超高感度・高選択LC/MS/MS分析を実現する誘導体化＝多点分子認
識ESIラベル化法を開発した．さらに本法の臨床試料 (濾紙血，尿，唾液など) 分析への応用性を評価したところ，CAH
に加えて，長鎖3-ヒドロキシアシル-CoA 脱水素酵素欠損症や潜在的ビタミンD欠乏症診断において良好な結果が得られ
た．

研究成果の概要（英文）：  The multi-point recognizing derivatization procedures, which enable to the highl
y sensitive and specific determination of diagnostic makers by LC/ESI-MS/MS, have been developed for relia
ble diagnoses of inborn errors of metabolism, such as congenital adrenal hyperplasia (CAH).  The developed
 procedures was applied to the clinical sample analyses (dried blood spot, urine, saliva and so on) and pr
oved to have sufficient practicality in diagnoses of CAH, long-chain 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase defic
iency and neonatal vitamin D deficiency.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 先天性副腎過形成症 (CAH) の新生児マス
スクリーニングは，濾紙血中の17α-hydroxyl- 
progesteroneの異常高値を酵素イムノアッセ
イ (EIA) により検出するものであるが，健常
児，特に早産児・低体重児に対する陽性 (偽
陽性) 頻度の高いことが問題となっている．
このような偽陽性児では，採血とEIAに基づ
く検査が繰り返され，結局，陽性か陰性かの
鑑別ができない場合も少なくない．このた
め，被験児のみならず，家族，医療者の負担
は極めて大きく，医療現場からは，CAHの偽
陽性検体に対して真に鑑別可能な再検証法
の確立が強く望まれている．これに対し，
pregnanetriolone (PTL) が真性のCAH患児と
偽陽性児を鋭敏に識別可能なマーカーとし
て注目されているが，臨床試料中の超微量
PTLをLC/ESI-MS/MSで測定して偽陽性児の
検査値の問題に取り組んだ報告は無い．ま
た，コレステロール合成障害による発育・成
長障害や精神遅滞などを主症状とする
Smith-Lemli-Opitz症候群 (SLOS) は，現行の
マススクリーニング対象ではないが，患児の
良好な予後のためには早期の療育開始が不
可欠である．このため，蓄積する7-dehydro- 
cholesterol (7DHC) を指標として，LC/ESI- 
MS/MSによる新規スクリーニング実施が求
められている．さらに最近，SLOSが自閉性障
害 (自閉症) を合併することが注目され，セ
ロトニン  (5HT) の関与も示唆されている
が，未解明の部分が多い．したがって，濾紙
血中7DHCや5HTの測定は，SLOSの早期の診
断及び治療開始に繋がるものと期待される
が，その技術は開発されていない．そこで本
研究では，PTLのビシナルジオール，7DHC
の共役ジエンや5HTのヒドロキシインドール
構造など，複数の官能基で構成されるマーカ
ー分子の特徴的構造を多点で認識し，超高感
度・高選択性をもたらす誘導体化法 = 多点
分子認識ESIラベル化法を新たに開発して先
天性代謝異常症の診断に貢献することを目
指した． 
 
２．研究の目的 
本 研 究 で は ， 対 象 マ ー カ ー 分 子 の

ESI-MS/MSにおける応答性・シグナル－ノイ
ズ比 (S/N) の飛躍的増大を実現する多点分
子認識ESIラベル化法の開発をキーポイント
として，CAHやSLOSなどの先天性代謝異常
症に対し，精密検査システムの確立と臨床応
用性評価を目的とした．すなわち，本研究は
分析科学を武器として，現在の先天性代謝異
常症検査における問題を解決し，医療現場に
貢献することを目指し計画されたものであ
る． 

3年の研究期間内で以下の項目について検
査システムを確立することを当初の目的と
した．また，医療現場への普及を最大限に考
慮し，臨床応用性の評価までを期間内の達成
目標とした． 

(1) PTL測定に基づくCAH精密再検証シス   
テム 

(2) 7DHC測定に基づくSLOS新規診断システ
ム  

(3) 5HT測定に基づくSLOSにおける自閉症病
因解析の支援システム 

 
３．研究の方法 
(1) PTL，7DHCや5HTをはじめとする各種マ
ーカー分子 (いずれもng～pgオーダー) の
LC/ESI-MS/MS分析法の開発を目指し，検出
感度を大幅に増大させる方策を検討した．す
なわち，目的化合物の有する特徴的官能基 
(ビシナルジオール，共役ジエン，ヒドロキシ
インドール構造など) を多点で特異的に認識
すると共に迅速かつ定量的に反応し，ESIに
活性な高プロトン親和性原子団 (例：ジメチ
ルアミノ基) を持つ誘導体化試薬を選定・合
成し，高感度誘導体化法を開発した．そして
各誘導体について，選択反応検出構築に向け
てLC/ESI-MS/MS挙動を精査した．  
(2) 臨床試料としては濾紙血を基本とした
が，血清，尿，唾液などへも対象試料を拡大
し，これらの前処理法を検討した．すなわち，
スループットや医療現場のことも考慮して
可能な限り簡便な前処理法を開発し，各種バ
リデーション試験により評価した．  
(3) 各種マーカー分子に対して開発した分
析法の臨床応用性を評価した．すなわち，新
生児濾紙血，尿，唾液などの実試料を用いて
それを精査した． 
(4) 先天性代謝異常症診断マーカー分子の
中には，キラル化合物も存在し，対掌体間で
生体内挙動が異なること，対掌体の比が新た
な指標となることなども考えられる．すなわ
ち，精密な診断には対掌体の弁別測定必要な
場合が考えられることから，新たにESI活性
キラル誘導体化法の開発を行った．これには
当初の項目に加えて，先天性代謝異常症の一
つである長鎖3-ヒドロキシアシル-CoA脱水
素酵素  (LCHAD) 欠損症を対象として，
3-hydroxypalmitic acid (3HPA) をマーカーと
する高感度キラル分析法を検討した． 
 
４．研究成果 
 当初の項目に加えて，LCHAD欠損症マーカ
ーの3HPAやビタミンD欠乏症のマーカーで
ある25-hydroxyvitamin D3 [25(OH)D3] の特異
的ESIラベル化－LC/ESI-MS/MS分析法など
も構築し，臨床応用性の評価を行った．以下
に具体的な成果を記す． 
 
(1) 上述のように，現在のCAHの再検査は被
験者及び医療者の負担が極めて大きいばか
りか，結局，真陽性と偽陽性の鑑別ができな
い場合も少なくない．これら被験者の過重負
担，診断結果の信頼性の問題を一気に解決す
べく，新規再検査用マーカー PTL 及び
pregnanetriol (PT) の高感度定量法を開発した．
PTL，PTの特徴的部分構造であるビシナルジ



オールを認識し，かつプロトン親和性を増大
させてESI効率を大幅に引き上げる多点分子
認識ESIラベル化法として，(3-dimethylamino- 
phenyl)dihydroxyborane (DAPB) を用いるそ
れを開発した．DAPBを用いると，PTL及び
PTの応答性は100倍以上向上し，fg～pgオー
ダーの検出が達成された．しかし，当初の目
的であった濾紙血分析では良好な結果が得
られなかったため，これに代わるものとして
尿分析を検討した．1段階の固相抽出による
簡便な前処理法と2H4-DAPBを同時に用いる
isotope-coded derivatizationに基づく定量法を
開発し，精度・正確度試験など各種バリデー
ション試験を実施した．今回，CAH患児の尿
検体が入手できなかったが，健常人の尿分析
では，良好な結果が得られ，DAPBを用いる
多点分子認識ESIラベル化が十分な臨床実用
性を有することが証明された．さらにDAPB
を用いるビシナルジオールステロイドのESI
ラベル化の適用拡大も検討した．すなわち，
本法をCYP3A4が関わる薬物相互作用の内因
性プローブである4β-hydroxycholesterol分析
に適用したところ，わずか10 μLの血清で共存
物質の妨害を受けることなく，高感度・高選
択的な検出が可能であった．このように
DAPBを用いる多点分子認識ESIラベル化が，
ビシナルジオールを有する様々なステロイ
ドバイオマーカーのLC/ESI-MS/MS，すなわ
ち，それらの精密検査に十分な実用性を有す
ることを証明した．  
(2) 濾紙血中7DHCを指標とするSLOSの新
規診断法の開発では，7DHCのs-cis-ジエンと
反 応 す る 4-phenyl-1,2,4-triazoline-3,5-dione 
(PTAD) を利用した．その結果，7DHCのESI
応答性は70倍も向上し，検出限界は1 pgに達
した．しかし，本法を新生児濾紙血分析に適
用したところ，7DHCを検出することができ
なかった．この原因を精査したところ，7DHC
は濾紙血中で不安定であり，濾紙血を用いて
SLOS検査は不可能ことが判明した．本結果を
受けて，濾紙血に代えて患児の負担なく採取
可能な唾液を用いるSLOS診断法を検討した
ところ，健常人検体では7DHCが明瞭に検出
でき，患児では7DHCの異常高値が予想され
ることから，唾液検査の有用性が強く示唆さ
れた．  
(3) SLOSの病態解析を目標に5HTの多点分
子認識ESIラベル化分析法を検討した．すな
わち，5HTに触媒存在下，2-picolylamineを反
応させて誘導体を調製したが，試薬由来の妨
害物質が除去できないこと，それに起因して
LC/ESI-MS/MSで高感度分析が困難なことが
判明し，実用的な5HTの多点分子認識ESIラベ
ル化法の開発は達成できなかった．しかし，
5HTの最終代謝産物である5-hydroxyindole 
acetic acid (5HIAA) のレベルがSLOSで変動
するとの仮説を立て，その尿中分析法を開発
した．すなわち，5HIAA用新規高感度化試薬，
1-[(4’-dimethylaminophenyl)carbonyl]piperazine 
(DAPPZ) をデザイン・開発し，尿分析に適用

したところ，共存物質の妨害を受けることな
く，5HIAAのピークを明瞭に検出することが
できた． 
(4) 先天性代謝異常症診断マーカー分子の
中には，3HPAに代表されるキラル化合物も存
在し，精密な診断には対掌体の弁別測定必要
な場合が考えられる．このことから，新たに
ESI活性キラル誘導体化法の開発を行った．
すなわち，新規試薬，(S)-1-(4-dimethylamino- 
phenylcarbonyl)-3-aminopyrrrolidine (DAPAP) 
及びLCHAD欠損症診断のための3HPA分析法
を開発した．また，本法では，先天性代謝異
常症ではないが，N-acetylleucine (糖尿病マー
カー候補) やibuprofen (前立腺癌や大腸癌と
関わるAMACR活性評価マーカー) の対掌体
の弁別測定が可能であった． 
(5) 最近，新生児のビタミンD不足がくる病
や骨軟化症などの骨疾患のみならず，将来の
糖尿病，多発性硬化症，統合失調症などの危
険因子となることが報告され，その評価法の
確立が切望されている．そこで，当初の項目
に加え，新生児濾紙血を用いるビタミンD供
給状態評価法 (潜在的ビタミンD欠乏症診断
法 ) を開発した．すなわち，新たに4-(4’- 
dimethylaminophenyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione 
(DAPTAD) を多点分子認識ESIラベル化試薬
として開発し，超高感度かつ不活性妨害代謝
物である3-エピ体と完全分離できる新規定量
法を確立した．そして，札幌市生まれの新生
児濾紙血に本法を適用し，被検児の半数以上
が中程度及び深刻なビタミンD不足  (4.5 
ng/mL以下) であることを報告した． 
(6) この他，新生児の神経芽細胞腫をはじめ
とするマーカーとなりうるカテコールアミ
ンに対して，その代謝物の無侵襲唾液分析法
を確立した．これにも2-picolylamineを用いる
誘導体化を適用し，fmolオーダーの感度を達
成した．そして，簡便な前処理での定量に成
功した． 
  
このように本研究は，臨床検査マーカー分
子の多点分子認識ESIラベル化法とこれを組
み合わせた高感度・精密LC/ESI-MS/MS分析
法の開発に成功した．濾紙血への適用が困難
な項目があること，5HTのラベル化法が開発
できなかったこと，など当初の目的を達成で
きなかった項目も見られるが，これに代わる
尿及び唾液分析法及び，5HTの代謝物を指標
とする代替法の開発を成し遂げた．また，単
なる分析手法開発に留まらず，臨床応用に関
する重要なデータも得た． 
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