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研究成果の概要（和文）：出生週数37週から42週未満、出生体重2,500 g以上、正期産児の生後5日目血液ろ紙血
を用いて、タンデムマスを用いた血中ステロイド分析法を確立した。目的とする12物質のキャリブレーターをろ
紙血で作 成し、内部標準にはCHS MSMS Steroids Kitを用いた。 ステロイド合成酵素欠損症として先天性副腎
過形成患者の血液ろ紙を同一患者からの複数検体を含む12検体の分析を行い、170HP高値等により診断が可能で
あることを確認した。その他、P450オキシドレダクターゼ（POR）欠損症1例の分析も行うことができ、正常コン
トロールと区別することができた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the efficacy of steroid profiling using dried blood spots 
and electrospray ionization/tandem mass spectrometry (MS/MS). The difference of the 17α
-Hydroxyprogesterone(17OHP) between 12 patients with congenital adrenal hyperplasia(CAH) and control
 subjects was  remarkable. A patient with cytochrome p450 oxidoreductase deficiency(PORD) was 
distinguished from control subjects. Our results raise the possibility that our method was useful 
for the diagnosis of patients with disorders of sex development (DSD) . 

研究分野：小児内分泌

キーワード： 性分化疾患　DSD　タンデム質量分析　ステロイド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血液ろ紙血によるタンデムマスを用いた血中ステロイド分析法を確立した。少量の血液で血中ステロイド全体の
プロファイルを評価できることは、新生児期にとって侵襲が少なく検査を行いやすくなる。また、ステロイドの
尿中代謝産物を評価していた尿中ステロイドプロファイルと異なり、血中ステロイドを直接評価できることで、
どの部位の酵素障害かを検討する事が容易になる。DSDの診断を簡単かつ迅速に行うことが可能となれば、治療
や性別判定までの時間を短縮することができ、臨床現場におけるメリットは大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 性分化疾患におけるステロイド合成酵素欠損症の迅速な診断法の必要性 
 DSDの診断には、下垂体ホルモンの測定、画像検査（超音波、MRI、尿道造影）、染色体検
査に加えて、ステロイドもしくはその代謝産物の評価等が必要である。現時点では、特に新生
児においては必要血液量の問題からステロイド代謝産物の評価が十分にできないため、ステロ
イド合成酵素欠損症の診断、または除外のためには、最終的に遺伝子検査が必要な場合もあり、
迅速な診断が困難な状況である。 
 
(2) 現在行われているステロイド合成酵素欠損症のための検査には限界がある 
 ステロイド合成酵素欠損症の中で最も頻度が高い先天性副腎過形成（21水酸化酵素欠損症）
は、新生児マス・スクリーニングの対象疾患である 1)。診断マーカーである 17α-ヒドロキシ
プロゲステロン（17α-OHP）は、他のステロイド合成酵素欠損症の鑑別にも使用されるが、
血液ろ紙血、または血清を用いた免疫化学的測定法により測定されている。しかし、胎児副腎
由来物質と交差反応を起こすため偽高値となる場合が多く、精度は低い。その他の血中ステロ
イド代謝産物では、17-ヒドロキシプレグネノロン、デオキシコルチコステロン、プロゲステロ
ン、プレグネノロン、DHES、アンドロステンジオンが一般検査で可能であるが、個々での測
定が必要なため採血量が多く（1検体で血清 0.5ml）、新生児期に同時に検査を行うのは現実的
ではない。 
 現在、国内で主流となっているのは、ガスクロマトグラフィ質量分析法（gas chromatography 
mass spectrometry:GC/MS）による尿中ステロイド分析である 2)。侵襲が少ない尿を使用して
いるメリットがある一方で、尿中代謝産物の測定であるため、血中ステロイドの変動との時間
差が生じること、2 つ以上の血中ステロイドが同じ代謝産物として測定されることが課題であ
った。また、代謝産物の評価には特別な知識が必要であり、検査の専門家でなければ結果の判
読が困難であった。 
 近年、欧米を中心にタンデムマスを用いた液体クロマトグラフタンデム型質量分析法（liquid 
chromatography tandem mass spectrometry:LC/MS/MS）による血中ステロイド分析が普及
しつつあるが、国内での報告はわずかである。 
 
２．研究の目的 
 
 タンデムマスによる血中ステロイド一斉分析を用いた低侵襲かつ迅速な DSD の診断法の確

立する 
 
３．研究の方法 
 
 少量の血液サンプルで検査可能なタンデムマスによる血中ステロイドの一斉分析法を確立す
るため、以下の 2項目を検討した。 
 
(1)正常新生児の血液を用いてステロイド一斉分析を行い、正常新生児期のステロイドプロファ
イルを検討する 
 
(2)確定診断のついている性分化疾患症例を対象として、疾患特有なステロイドプロファイ 
ルを検討する 
 

〈タンデムマスによるステロイド一斉分析方法〉 

・液体クロマトグラフタンデム型質量分析（liquid chromatography tandem mass    

spectrometry:LC-MS/MS）を用いる 

・安定同位体を用意し、内部標準法による定量を行う 

・検体は、直径 3mm の血液ろ紙片 5枚(全血として 15µlに相当)、または血清の場合には 200µl  

未満、で測定を行う 

・カラムを用いて、検体を分離する 

・測定項目の標品を入手し、MRM の最適化を行い条件設定を行う 

 

【16 種類のステロイド代謝産物測定項目】 

 



 

1.ミネラルコルチコイド：コレステロール、 

 プレグネノロン、プロゲステロン、 

 デオキシコルチコステロン、コルチコステロン、 

 18 ヒドロキシコルチコステロン、アルドステロン 

 

2.グルココルチコイド：17αヒドロキシプレグネノロン、 

 17αヒドロキシプロゲステロン、 

 11 デオキシコルチゾール、コルチゾール 

 

3.性ステロイド：デヒドロエピアンドロステロン（DHEA）、   

 デヒドロエピアンドロステロンサルフェイト(DHEA-S)、アンドロステンジオン、テストス

テロン、エストラジオール 
 
 
４．研究成果 
 
【血液ろ紙血によるタンデムマスを用いた血中ステロイド分析法の確立】 
出生週数 37 週から 42週未満、出生体重 2,500 g 以上、正期産児の生後 5日目血液ろ紙血を用
いて、タンデムマスを用いた血中ステロイド分析法を確立した。対象としたステロイド代謝産
物は、コルチゾール、11 デオキシコルチゾール(11-DOF)、21 デオキシコルチゾール、17α ヒ
ドロキシプロゲステロン、17αヒドロキシプレグネノロン、コルチコステロン、デオキシコル
チコステロン(DOC)、プロゲステロ ン、プレグネノロン、テストステロン、 アンドロステンジ
オン、デヒドロエピアンドロステロンの 12 種類。目的とする 12物質のキャリブレーターをろ
紙血で作成し、内部標準には CHS MSMS Steroids Kit を用いた。  
 
【確定診断のついている性分化疾患症例を対象として、疾患特有なステロイドプロファイルを
検討する】  

ステロイド合成酵素欠損症として先天性副腎過形成患者の血液ろ紙を同一患者からの複数検体

を含む 12 検体の分析を行い、170HP 高値等により診断が可能であることを確認した。その他、

P450 オキシドレダクターゼ（POR）欠損症 1 例の分析も行うことができ、正常コントロールと

区別することができた。 
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