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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
な定量法を構築した。さらに、ミスマッチ識別能の向上の為に、架橋化核酸を導入したハイブリダイゼーション
プローブを用いたGC遺伝子型決定法も構築した。

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 developed accurate quantification 
methods of vitamin D metabolites using LC/MS/MS. We also developed a high-throughput GC genotyping 
method using melting analysis with locked nucleic acid-incorporating dual hybridization probe for 
improving mismatch discrimination.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： ビタミンD代謝物　質量分析　遺伝子多型　融解曲線分析

  １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。LC/MS/MSを用いた高感度かつ高精度な分析法の構築により、
ビタミンD代謝動態がより精確に把握できるようになる。臨床検査としても利用することが可能と思われ、
LC/MS/MSを用いることで測定費用を低く抑えることができ、放射性廃棄物の問題も軽減できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 数あるビタミン D代謝物の中で重要なものは、25(OH)D（貯蔵体）、1,25(OH)2D（活性体）、
24,25(OH)2D（不活性体）の 3つである。これまで、これら代謝物の血中濃度分析には抗体を用
いた免疫学的測定法(主に radioimmunoassay; RIA)が用いられてきた。この方法の問題点とし
て、①交差反応による測定対象以外のビタミン D 代謝物の測り込みがある、②放射性廃棄物が
出る、③ランニングコストが高い、④検体量を多く必要とする、ということが挙げられる。近年
ではこれらの問題を解決すべく、感度・特異度に優れた LC/MS/MSを用いた分析が盛んに行わ
れている。しかしながら、ビタミン D はその構造上イオン化し難く、特に血中濃度の低い
1,25(OH)2Dは定量に十分な感度が出ず、LC/MS/MSの中でも最も分析が難しいもののひとつと
言われている。また、分析技術の進歩と共に近年では新たなビタミン D 代謝物が発見されてお
り、例えば 25(OH)D の 3 位水酸基の光学異性体である 3-epi-25(OH)D が報告された。これは
25(OH)D と異なり生物活性が無いため、測り分けが必要であるが、免疫学的測定法では弁別で
きない可能性がある。 
 
(2) ビタミン D の代謝や生物学的な活性には、ビタミン D の代謝に関与する各種水酸化酵素
（CYP2R1, CYP27B1, CYP24）、ビタミン D 結合蛋白質（VDBP）およびビタミン D 受容体
（VDR）に存在する遺伝子多型が重要であることが言われている。血清 25(OH)Dおよび遺伝子
多型には人種差があり、各種疾患とビタミン D の関連を論ずる上で、日本人（黄色人種）のデ
ータは必須である。以上より、ビタミン D 代謝および生物学的活性の包括的な理解の為には、
ビタミンD代謝物の精密定量法とビタミンD代謝関連遺伝子の遺伝子多型解析が必要不可欠で
ある。 
 
２．研究の目的 
(1) LC/MS/MSによるビタミン D代謝物分析法の構築：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ため、代謝物を含めた精確な定量が必要である。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り、代謝動態の正確な評価には精密定量法の
構築が不可欠である。本研究ではビタミン D代謝物の精確な定量の為に、LC/MS/MSを用いた
高精度ビタミン D代謝物分析法を構築することを目的とする。 
 
(2) ビタミン D 代謝関連遺伝子の多型解析法の構築：ビタミン D の代謝や生物学的活性にはビ
タミン D結合蛋白質、ビタミン D受容体、各種水酸化酵素などの遺伝子多型も密接に関与して
いる為、これらビタミン D代謝関連遺伝子の遺伝子多型解析法を構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) LC/MS/MSによるビタミン D代謝物分析法の構築：検体の前処理として、LC/MS/MSを用
いた血中薬物濃度分析や微量ペプチド分析で使用報告のある supported liquid extraction (SLE)
および immunoextractionを用いる。血清 25(OH)D3、-D2、3-epi-25(OH)D3、24,25(OH)2D3分
析の前処理法には簡便かつ効率的な方法（所要時間、約 30分）として SLEを選択し、その抽出
条件の最適化を行う。一方、1,25(OH)2Dの血清濃度は 25(OH)Dのおよそ 1000分の 1であり、
分析にはさらに高い感度が要求されるため、抗体を用いた immunoextraction (抗体反応、1 時
間)により 1,25(OH)2Dを特異的に抽出する。Immunoextractionでは 1,25(OH)2D以外の代謝物
が交差反応する可能性があるが、LC/MS/MS の選択性によりそれぞれを弁別することができる
ので交差反応性は問題にならない。LC/MS/MSにおけるイオン化効率を上昇させるため、4-(4'-
dimethylaminophenyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione (DAPTAD)を使用して誘導体化を行う。LC
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、カラムには C18 coreshell 
columnを用いる。MS/MSのイオン化法には ESI positive ion モードを用いる。定量分析には
選択反応モニタリング（SRM）モードを使用する。 
 
(2) ビタミン D 代謝関連遺伝子の多型解析法の構築：遺伝子多型よって血清ビタミン D 代謝物
の値がどのような影響を受けるのかを解析するため、CYP2R1, CYP27B1, CYP24, GC, VDRの
遺伝子多型解析を行う。分析する多型の選択基準として、1)	アミノ酸の変化を伴う、2)	Hapmap
データベースでの日本人の minor allele frequency が 10%以上、のものに絞って解析する。解
析方法としては、融解曲線分析による多型解析法を構築する。 
 
４．研究成果 
(1) LC/MS/MSによるビタミン D代謝物分析法の構築：血清・血漿中の 1,25(OH)2Dを定量する
ため、LC/MS/MS による分析法の構築およびバリデーションを行なった。検体前処理法に

immunoextractionを用いることで、濃度の非常に低い 1,25(OH)2Dを効果的に濃縮することが

できた。構築した方法について、採血管の違い、溶血・乳び・リウマチ因子、保存温度といった

解析に影響を与える要因について検証を行ない、いずれも 1,25(OH)2D分析には影響を与えない

ということを確認した(図 1)。また、1,25(OH)2D は従来法である RIA では LC/MS/MS に比べ



て高値傾向を示し、抗体のみによる検出では交差反応によりその他のビタミン D 代謝物を測り
混んでいる可能性が示唆された。これらの結果について、英文誌（査読あり）に発表した（Clin 
Chim Acta. 2017; 473: 173-179）。 

 
図 1. 1,25(OH)2D分析に影響を与え得る要因の解析 

 
(2) ビタミン D 代謝関連遺伝子の多型解析法の構築：ビタミン D 代謝関連遺伝子の多型につい
てデータベースを用いて検索を行い、ビタミン D結合蛋白質(GC遺伝子)の遺伝子多型解析法の
構築を行った。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（GC*1F, GC*1S, GC*2）が存在する。それらを同時にタイピングする

為、融解曲線分析を用いた high-throughput genotypingの構築を目指した。通常の DNAを用
いたプローブを設計したが、GC*1Sと GC*2の分離が悪かった為、分離能を改善することを検

討した。架橋化核酸（LNA）は Perfect matchとmismatchの Tm値の差を上昇させ結果的にミ

スマッチ分離能を改善することが知られている。今回我々もプローブ中に LNAを導入すること

で、GC*1S と GC*2 の分離を改善することに成功した(図 2)。これらの結果について、英文誌

(査読あり)に発表した(Clin Chim Acta. 2018; 487: 126-132)。 

 
図 2. GC遺伝子多型解析。DNA (A)および LNA (B)プローブによる融解曲線分析の比較。 
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