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研究成果の概要（和文）：　本研究で３つの同時測定法（25(OH)D3・3-epi-25(OH)D3・25(OH)D2・24,25(OH)2D3
のビタミンDの４代謝物、1,25(OH)2D2・1,25(OH)2D3の２つの活性化型ビタミンD、Estrone・Estradiolのエスト
ロゲン２項目）の開発とバリデーションをすることができた。各方法ともに臨床検査で必須となる各プレアナリ
ティカルファクターの影響を受けずルーチン感度を達成できた。またスループットについても自動化が容易に可
能な前処理方法を選択することで１時間以内に測定結果が得られる状況にあり、臨床検査室で十分に使用出来る
方法が確立することができた。

研究成果の概要（英文）： We have developed and validated three simultaneous measurement methods by 
LC-MS/MS. Target analytes are four vitamin D metabolites [25(OH)D3, 3-epi-25(OH)D3, 25(OH)D2 and 24,
25(OH)2D3], two active forms of vitamin D and two estrogen (Estrone and Estradiol). Our developed 
methods can meet the majority of clinical needs like sensitivity, accuracy, reproducibility and 
throughput. Additionally, we determined the effects of various preanalytical factors such as 
interferences, long sample sitting prior to serum separation, repeated freeze-thaw cycles on these 
determinations. Various preanalytical factors had no significant effects on these determinations. 
These methods will aid further understanding of low-abundance analytes, as well as the accurate 
determination of each target analytes.

研究分野： 臨床検査医学

キーワード： LC-MS/MS　Vitamin D　Estrogen　同時定量　臨床検査
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
臨床的背景 
 近年ホルモン様作用が注目されているビ
タミン D は多様な作用を持ち、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。また、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。25(OH) D (貯蔵体)、1,25(OH)2D 
(活性体)、24,25(OH)2D (不活性体)であり、さ
らに動物性の D3、植物性の D2がある。した
がって、代謝物を含めたビタミン D の正確な
定量が必須である。 
 エストロゲンレセプター/プロゲステロン
受容体陽性[HR(+)]の乳癌に対する手術後内
分泌療法として術後 10 年行うことが望まし
い事が明らかとなってきている。閉経後
HR(+)乳癌患者に対しては体内のエストロゲ
ンを低下させる目的でアロマターゼ阻害剤
（AI 剤）の内服が標準的治療であるが、AI
剤を 10 年間内服するメリットがあるのは、
①内服により血中エストロゲン濃度が低下
し、②その低下が抗腫瘍効果を発揮する患者
と考えられている。しかしながら、実際には
AI 剤によるエストロゲン濃度の低下は測定
感度が足らず確認できていない。また、現行
のエストロゲン測定はエストラジオールの
みで確立されており、低いながらも同様の活
性を有するエストロン・エストリオールを含
めた 3 項目での評価が求められている。 
 従来の免疫学的測定法では、微細な分子構
造の差異を弁別する事は難しい。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、その実現の
ために本研究が必要と考える。 
技術的背景 
 近年質量分析計の進化は著しく、薬物動
態・環境・プロテオミクス・メタボロミクス
と様々な分野で利用されている。医療分野に
おいても新生児マススクリーニングで利用
されている。特に細菌同定での利用はこの 5
年で急速に進んでおり、当大学病院細菌検査
室でも日常検査に使用している。ステロイド
ホルモン等の低分子代謝物での利用は欧米
では急速に進んでいるが本邦では遅れを取
っている。1998 年に 1 台も保有していなかっ
た Mayo Clinic では 2010 年には 60 台以上保
有し、年間 200 万件の測定が行われている。
このシフトの理由は、①免疫学的測定法では
多種の微細分子構造変化を個別に捉える抗
体の作出は難しく、低分子代謝物測定に限界
があること。②LC-MS は従来の HPLC や
GC-MS よりもワークフローが単純でハイス
ループットであること。③コストがこれまで
の方法よりも安価であることが挙げられて
いる。[Clin Biochem Rev 32:5-31, 2011] 前述
の細菌同定では MALDI-TOF MS を使用する
が、臨床検査での使用に必要な医療機器認定
が取得できている。LC-MS（三連四重極タイ

プ）についても医療機器認定を取得する動き
が各社でされており、まさに今が本研究を行
うのに最適な時期だと考える。 
 
２．研究の目的 
 臨床検査においてステロイドホルモン等
の低分子代謝物の測定は抗体を用いた免疫
学的測定法で行われてきた。しかしながら、
この方法では結合タンパク質との解離方法
の違いや、使用する抗体によって類似構造体
の認識能が異なることから、各施設間で測定
値が異なるという問題が起こっている。低分
子代謝物は微細な構造変化でその生理活性
が大きく異なることから、正確な測り分けが
求められる。 
 そこで本研究では、この分野でイオン化効
率の悪さから最も測定が難しいとされてい
るビタミン D・エストロゲンを対象として、
LC-MS/MSを使用した定量測定法を臨床検査
に応用することを第一の目的として行う。ま
た、臨床検査において求められる非常に高度
な精度・再現性・堅牢性を兼ね備えた測定法
を確立するとともに、測定キットの開発を行
っていく。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではビタミン D・エストロゲンを対
象として LC-MS/MS を用いた定量測定法を
臨床検査に応用することを目的として行う。    
 第一に臨床検査で求められる高い再現
性・安定性・スループット・簡便性を兼ね備
えた測定方法を確立し、研究期間を通して
日々行われる臨床検査に耐えうる精度管理
体制も確立していく。この過程で構築された
測定方法・使用する試薬・前処理方法を盛り
込んだ測定キットの開発も行っていく。 
 LC-MS/MSを用いた定量測定法の各パラメ
ーター標準品を使い最適化を行っていく。 
①分析対象物質の純品を入手 
②質量分析計の各種パラメーターの最適化 
③HPLC における各種パラメーターの最適化 
④分析対象物質の抽出法の最適化 
⑤測定系の検証 
⑥臨床検査としての精度管理・運用管理 
⑦検査値の利用に向けて 
 
４．研究成果 
 表 1 ビタミン D 代謝物測定の正確度 

 測定系の正確度について表１に示すよう

に全ての測定対象物について NIST が設定し

25(OH)D

3-epi-25(OH)D

25(OH)D

3

3

2

24,25(OH)  D2     3

Compound Standard Expected conc. Average SD. CV. Accuracy
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

Level 1 28.8 ± 1.1 28.9 0.57 2.0 100.3 96.7 - 102.4
Level 2 18.1 ± 0.4 17.7 0.28 1.6 97.8 99.7 - 104.2
Level 3 19.8 ± 0.4 19.5 0.16 0.8 98.5 100.4 - 102.8
Level 4 29.4 ± 0.9 29.0 0.37 1.3 98.6 99.8 - 103.2
Level 1 1.81 ± 0.10 1.86 0.04 2.2 102.8 94.5 - 100.5
Level 2 1.28 ± 0.09 1.29 0.02 1.8 100.8 97.3 - 102.4
Level 3 1.17 ± 0.14 1.13 0.03 2.8 96.6 98.1 - 107.3
Level 4 26.0 ± 2.2 28.2 0.24 0.9 108.5 91.0 - 93.2
Level 1 0.54 ± 0.06 0.51 0.01 2.3 94.4 100.9 - 108.5
Level 2 0.81 ± 0.06 0.82 0.02 3.0 101.2 94.8 - 103.7
Level 3 13.3 ± 0.3 13.6 0.16 1.2 102.3 96.0 - 99.5
Level 4 0.55 ± 0.10 0.54 0.02 3.7 98.2 97.0 - 107.8
Level 1 2.66 ± 0.10 2.63 0.03 1.2 98.9 99.6 - 102.5
Level 2 1.41 ± 0.05 1.41 0.03 2.1 100.2 96.3 - 102.6
Level 3 1.62 ± 0.06 1.60 0.04 2.4 99.0 96.5 - 103.9
Level 4 2.64 ± 0.09 2.62 0.03 1.0 99.4 99.6 - 103.0

Range
(%)



ている測定範囲内であった。測定精度を表１
に示す。25(OH)D3濃度が低値・平均値付近の
血清共に CV が 10％未満であった。 
 測 定 項 目 25(OH)D3, 3-epi-25(OH)D3, 
25(OH)D2, 24,25(OH)2D3 の LLOQ は 0.091, 
0.020, 0.013, 0.024 ng/mL であった。 
 各 測 定 値 （ 25(OH)D3, 3-epi-25(OH)D3, 
25(OH)D2, 24,25(OH)2D3）への影響は遊離型ビ
リルビン（211 mg/dL）で 1.6%, 3.0%, 3.0%, 
0.6%、抱合型ビリルビン（211 mg/dL）で 0.8%, 
3.5%, 1.6%, 0.4%、乳ビ（14900 FTU）で 0.1%, 
1.4%, 1.5%, 1.3%、溶血ヘモグロビン（5100 
mg/dL）で 1.2%, 5.0%, 2.1%, 3.4%であった。 

表 2 ビタミン D 代謝物測定の精度 

 ７名の健常人検体を１〜５回の凍結融解
を 行 い 測 定 し た 結 果 、 25(OH)D3, 
3-epi-25(OH)D3, 25(OH)D2, 24,25(OH)2D3測定
値への影響は最大で 3.1%, 4.0%, 6.4%, 3.4%
であった。また、保存期間について以前測定
した 100 検体を再度測定（１年後）した結果、
測定値の変動は見られなかった。 
 血清採血管３種、血漿採血管３種を用いて
７名の健常人から採血し測定を行った結果、
25(OH)D3, 3-epi-25(OH)D3, 25(OH)D2, 
24,25(OH)2D3 測定値の%CV は最大で 3.0%, 
7.7%, 5.3%, 3.2%であった。 
 構築したビタミン D 代謝物の同時測定系
は正確度・精度・測定感度共に良好であった。
また、妨害物質による測定値への影響や採血
管の差異による影響も見られなかった。検体
の凍結融解や保存による影響もないことか
ら、ルーチン測定に十分な測定系が構築でき
たと考えている。 
 血中ビダミン D メタボライトを同一人で
測定した結果、25(OH)D3, 3-epi-25(OH)D3, 
25(OH)D2, 24,25(OH)2D3では 7〜９月に高く 

図１ 血中ビダミン D 代謝物の濃度分布 
なる傾向が認められた。しかし、その上昇率

は個人による差が大きい。1〜３月に年間で
最も濃度が低くなり、個人の濃度変化も小さ
かった。25(OH)D2は通年で大きな濃度変化は
見られなかった。 
 健常人 465 検体の測定した結果、全てのメ
タボライトで男性の値が高かった。各メタボ
ライトの血中濃度分布を図 1 に示す。各項目
の平均・最小・最大値は 25(OH)D3が 15.9, 5.38, 
41.1 ng/mL、3-epi-25(OH)D3が 0.67, 0.17, 2.46 
ng/mL、25(OH)D2が 0.45, 0.16, 1.63 ng/mL、
24,25(OH)2D3が 1.10, 0.15, 3.63ng/mL であっ
た。 
 25(OH)D3 に対する各メタボライトの相関
を図 2に示す。3-epi-25(OH)D3と 24,25(OH)2D3

に対する相関は r=0.871, 0.875 と高い。
25(OH)D2とは r= 0.073 と相関はない。 
 
 
 
 
 
 
図２ ビダミン D 代謝物間の濃度相関考察 
 25(OH)D3 が 20ng/mL 以下になると副甲状
腺ホルモンが上昇することから20ng/mLが非
充足の指標とされることが多いが今回の検
討により約 8 割が 20ng/mL 以下であった。ま
た日射量に相関する季節変動が確認された
が、個人の生活習慣による紫外線曝露時間の
違いによる影響が大きいと考えられる。 
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