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研究成果の概要（和文）：ステロイドホルモンのLC/MS検査におけるスループットの大幅向上を全体目標に設定
し，原発性アルドステロン症，加齢男性性腺機能低下症候群，骨粗鬆症を対象疾患として，それらの診断及び治
療マーカーとなるステロイドホルモンに対し，複数のMSタグを用いる「検体・項目多重化 (SAM) 技術」を提
案・開発した．本技術の導入により，従来法と比べてLC/MS運転時間が最大で60%も短縮され，しかも2項目の測
定結果が同時に得られることから，大幅なハイスループット化が達成された．

研究成果の概要（英文）：The novel methods employing multiple MS tags, named as “SAM (Sample and 
Analyte-Multiplexing)”, were proposed and developed to enhance the throughput of the LC/MS-based 
tests for some steroid hormones, which are currently used as the diagnostic and therapeutic markers 
for primary aldosteronism, late-onset hypogonadism syndrome and osteoporosis.  By the SAM methods, 
the total LC/MS run times were reduced by up to 60%, compared with those in the previous methods.  
Furthermore, the newly developed methods enabled the simultaneous measurements of two steroid 
hormones which are hitherto measured by the two separate methods; this capability further enhanced 
the assay throughput. 

研究分野： 分析科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，ステロイドホルモンのLC/MS検査の実用化を阻んでいる「スループットの低さ」が，適切にデザ
インされたMSタグを利用する「検体・項目多重化 (SAM) 技術」によって克服できることが示された．すなわ
ち，本成果は各病院・検査機関が現有するLC/MS装置でも検査のハイスループット化が可能であることを証明し
ており，ステロイドホルモン検査には正診度及び医療経済性に優れるLC/MSを第一手法とすべきことを強く提言
するものである．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
ステロイドホルモン及び関連化合物の現在の臨床検査手法の主流はイムノアッセイであるが，

本法は抗体の交差反応などに起因する測定値の変動，異常，延いては再検査や誤診の問題を抱え
ている．これを特異性に勝るLC/MSに置き換えられれば，検査の信頼性が高まり，被検者のメリ
ットは大きい．さらに，LC/MSは検査コスト削減にも貢献できることから，イムノアッセイから
LC/MSへの移行は不可避と言える．しかし，現場はLC/MSのスループットの低さを問題視し，こ
の移行が進まない． 
現時点でのLC/MS検査のハイスループット化方策は，超高速LCの利用のみである．これと相

乗的に働くMS側の新技術を生み出せれば，LC/MS検査の大幅なハイスループット化が期待でき
る．我々はここ数年間，複数のESI-MS/MS用誘導体化試薬 (MSタグ) を利用する多検体一括測定
法に取り組み，一定の成果を挙げてきた．すなわち，n個の検体をn種のMSタグで別々に標識し
た後，一つにまとめてLC/ESI-MS/MSに付すと，1検体分の測定時間でn検体の検査値が得られる
というものである．しかし，本研究開始時点ではイムノアッセイと同じく，1測定系で1化合物し
か対応できていなかった．LC/MSの強みの一つに「同一測定系で複数の化合物の同時測定が可
能」が挙げられるが，物理化学的性質や検体中濃度が大きく異なる場合，2化合物でさえ達成は
難しく，実際には別々の測定系で対応せざるを得ないのが現状であった．そこで本研究では，検
査需要の高いステロイドホルモンを対象とし，複数検体に加えて，現在は別々に測定されている
2化合物 (2つの独立した測定系が必要である検査項目) も同時に測定できる検体・項目多重化 
(Sample and Analyte-Multiplexing) LC/MS = SAM-LC/MS検査手法の開発を課題とした．  
 
 
２．研究の目的 
 
検査需要が高く，かつ誘導体化による高感度化が有効である以下の(1)～(3)を対象項目 (疾患

とその診断・治療マーカーステロイド) として，SAM技術を基盤とした実用性の高いLC/MS検査
法の開発を目的とした． 

(1) 超選択的副腎静脈採血 (ssAVS) とSAMを組み合わせた原発性アルドステロン症 (PA) の
LC/MS検査法 
(2) 加齢男性性腺機能低下症候群 (LOH症候群) のSAM-LC/MS/MS検査法 
(3) 女性の骨粗鬆症 (OP) のSAM-LC/MS検査法 
LC/MS検査の最大の弱点・臨床実用を阻む原因を「スループットが現場で許容されるレベルに

ないこと」であると分析し，この点を独自のMSタグを用いるSAM技術を開発すれば克服できる
と考えた．すなわち，「１．研究開始当初の背景」で述べた通り，検査需要の高いステロイドホ
ルモンを対象とし，複数検体に加えて，現在は2つの独立した測定系が必要であり，別々に測定
されている2化合物を同時に測定できるSAM-LC/MS検査手法の開発を最終目標とした．これが
達成されれば，LC/MS検査において複数検体 (n) ×2化合物 = 2n倍の大幅スループット向上が
実現する．なお，SAMに用いるMSタグは検査現場を考慮し，検体と混ぜて15分程度放置するだ
けで機能するものを設計・開発する．3年の研究期間内で，上記の項目のそれぞれのSAM技術の
開発を出発点とし，LC/MS検査法を確立すること，そして単に方法論の開発にとどまらず，検査
現場への普及を最大限に考慮し，実試料を用いた実用性の評価までを期間内の達成目標とした． 
 
 
３．研究の方法 

 
「２．研究の目的」に記した(1)～(3)の検査項目に対してSAM-LC/MS検査手法を，MSタグの

合成 → LC/MSへの導入 → 実用性 (ハイスループット化の成否，精度など) の評価，の流れで
開発した．ハイスループット化の達成度は，少なくとも数十の実試料分析を行い，合計の所要時
間から評価した．以下に各項目に関して述べる． 

 
(1) ssAVSとSAMを組み合わせたPAのLC/MS検査法 

PAでは，多くは左右片方の副腎からアルドステロン (ALD) が過剰に分泌され，それが原因で
高血圧をきたす．検査では左右副腎のそれぞれ3か所の静脈支脈から部位選択的に採血する
ssAVSとこれに続くALD濃度測定，その結果に基づくALD過剰分泌副腎の同定を行い，病変副腎
あるは病変部位を摘除する．摘除ができない場合は薬物療法が選択される．ALDの測定は現在，
イムノアッセイにより行われているが，感度，信頼性，さらにはスループットに優れる新規LC/MS
検査法の開発が急務である．ALDやssAVSの成否の判断マーカーであるコルチゾールなどのケト
ステロイドの誘導体化にはGirard試薬が有用である．そこで荷電構造の異なるGirard試薬3種とそ
れらのアイソトポログ (重水素標識体) の計6種の試薬を用意し，それらをLC/ESI-MS/MSによる
ssAVS血清分析に導入した．なお，共同研究者の西本博士は我が国のssAVS技術の第一人者であ
り，その成否のためのコルチゾールの測定が不要と判断されたことから，本研究は測定対象を当
初のALDとコルチゾールの2ホルモンからALDの1つに絞り，実施した．ただし，開発した方法は
コルチゾールやコルチゾンも同時に測定できることを確認済みである．次に少量の血清で，かつ



簡便に測定が可能な前処理法，LC/ESI-MS/MS分析条件を確立した．各種バリデーション試験を
実施し，本法の感度，精度，正確度，特異性などを確認した．最後に分析スループット，すなわ
ち，LC/ESI-MS/MS運転時間を従来法と比較し，開発した方法の実用性を評価した． 

 
(2) LOH症候群のSAM-LC/MS/MS検査法  

LOH症候群は男性において加齢によるテストステロン (TST) の産生・分泌量の減少に伴って
生じる様々な身体的・精神的障害である．現在，LOH症候群の診断は血中TST測定によりなされ
ているが，それだけでは血中TST濃度の概日リズムの影響で正診率が低い．この課題に対し，TST
の前駆体とも言え，半減期の長いデヒドロエピアンドロステロンサルフェート (DHEAS) を同
時に測定することで診断確度が向上すると考えられる．しかし，ESI(+)/(–)モードの瞬時切り替
え機能がない汎用LC/MS装置では，TST [(+)モード] とDHEAS [(–)モード] の同時測定ができな
い．このため，現状はホルモンごとの2つのイムノアッセイに依存している．そこで，「(1) ssAVS
とSAMを組み合わせたPAのLC/MS検査法」で用いたGirard試薬の中から，DHEASをESI(+)モード
で高感度に応答させ，TSTとの同時測定に適したそれらを選抜した．結果として，4種のGirard試
薬を組み合わせて用いるとき，最良の結果が得られることが判明した．次に血清4検体を除タン
パク後，選抜した試薬で処理し，SAM-LC/MS測定系を確立した．各種バリデーション試験を実
施し，分析時間や精度などから実用性を評価した． 

 
(3) 女性の骨粗鬆症 (OP) のSAM-LC/MS検査法 
集団検診における若年女性の将来の骨粗鬆症 (OP) リスク評価，高齢女性のOP診断のための，

エストラジオール (E2) と25-ヒドロキシビタミンD3 (25VD3) を同時に，かつ6被検者からの検体
の一括LC/MS測定法の開発を試みた．両化合物に対しては，LC/MSでも感度・特異性の改善のた
めに，E2はダンシルクロリド，25VD3はDAPTADなどのCookson型試薬と，別々のMSタグを用い
る誘導体化が必要で，イムノアッセイのみならずLC/MSでも同時測定系はない．最近，Cookson
型試薬が25VD3ばかりか，E2とも反応して誘導体を与えることが報告された．そこで，DAPTAD
のアイソトポログやアナログの合成を企て，実施した．しかし，上記の報告とは異なり，E2と種々
のCookson型試薬との反応が満足に進行しないことが判明した．そこで，E2と25VD3をそれぞれ
に適した試薬で順次に誘導体化した後，同一のLC運転で定量する新規方法の開発に方針を転換
し，検討した．この方法では複数の誘導体化試薬が必要となるものの，同一検体で順次の誘導体
化が実現できれば，その後のLC/MS運転時間の短縮が期待できる． 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ssAVSとSAMを組み合わせたPAのLC/MS検査法 

PA治療ではALD過剰産生部位の特定が最重要であり，ssAVSによりその成功率が向上する．
ssAVSでは通常，左右副腎のそれぞれ3か所の静脈支脈から採血することから，現状では1被検者
当たり6部位のイムノアッセイ (6測定) が実施されており，手間とコストがかかる．そこでまず，
6検体一括測定用のMSタグのセットを開発した．すなわち，まず，既存のGirard試薬T及びP (GT
及びGP) をこのセットに組み入れ，それらの重水素標識体 (それぞれ2H3-及び2H5-体) を合成し
た．さらに3-メチルピリジル基を有する新規試薬，G3MPとその2H7-体も合成し，6種のGirard試
薬を用意した．次にこれらを用いて左右副腎のそれぞれ3支脈のssAVS血清中ALD濃度を1回の
LC/ESI-MS/MS運転で測定する系を構築した．本法は，必要な血清量はわずか25 μL，前処理は除
タンパクと固相抽出による簡便なものである．誘導体化のおかげで (感度：13－20倍向上)，この
ような少量の血清で1.0 ng/mLの定量限界が得られた．さらに各種バリデーション試験の結果，
本法は高い精度 (日内・日間変動試験：RSD ≤ 8.3%)，正確度 (98.0－103.2%) を有すること，6検
体分の血清が合わさったマトリックスの影響は問題とならないことが明らかとなった．本法は1
回の測定で6つのssAVS試料のALD定量が可能なことから，試料間の直接比較が可能で，ALD産
生腫瘍 (APA) に代表されるALD過剰産生部位の特定が容易かつ高精度であった．すなわち，片
側性PAと診断された患者4人から得られたssAVS試料を分析したところ，血清ALD濃度が異常高
値を示す試料が見つかり，それらの採取部位は，摘除後の病理検査でAPAが検出された部位と完
全に一致した．さらに両側性の副腎過形成に対しては，左右副腎の複数部位でALD濃度が高値で
あることが確実に見付けられた．このように開発した方法は，ssAVSと組み合わせることにより，
PAの病型 (片側性または両側性) や病変部位の特定に有用であることが明らかとなった．また，
4人の患者のssAVS試料 (4×6＝24試料) の前処理後の分析時間は，1検体ずつ測定する従来法の
それと比べて，約3分の1 (250分 → 80分) であり，本研究の第一目的である大幅な時間短縮，す
なわち，スループットの向上も達成された．このように，本研究課題の肝であるSAM技術の開発
とそれを用いたssAVS血清中ALDの6検体一括定量法の確立まで到達でき，そしてハイスループ
ット化，実試料を用いた臨床応用性の確認もできた．これらの成果を学術集会ならびに学術誌で
発表した． 

 
(2) LOH症候群のSAM-LC/MS/MS検査法 

LOH症候群の第一診断指標である血清TSTと診断確度を向上させるDHEASの同時・4検体一括



測定法を開発した．「(1) ssAVSとSAMを組み合わせたPAのLC/MS検査法」で用いたGirard試薬の
中から，DHEASをESI(+)モードで高感度に応答させ，TSTとの同時測定に適した4種 (GT，GP，
2H3-GT及び2H5-GP) を選抜した．当初は6検体一括定量を目指したが，TST，DHEAS及びそれぞ
れの内標準物質 (IS) の4種のステロイドに対して6種の試薬を用いると計24種の誘導体が生成
し，それらを同時にモニターする場合，MS装置の性能が追いつかなかった．すなわち，1誘導体
当たりのデータ取り込みポイントが少なくなり，定量の精度・正確度の低下が生じた．この問題
から，4検体一括へと下方修正せざるを得なかった．なお，この問題は最新の装置を使用するこ
とで解決できると推測された．40 μLの血清を除タンパク及び固相抽出にて精製し，誘導体化に
付した．固相抽出では，TST (ng/mLオーダー) とDHEAS (μg/mLオーダー) の大きな濃度差に注
意し，ここでも装置面の限界 (ダイナミックレンジ) から，あえてDHEASの回収率を低くする手
法を採用した．各種バリデーション試験を実施し，本法が精度，正確度に優れ，血清マトリクス
の影響を受けないことを証明した．肝心のハイスループット化については，本法を用いるとき，
1検体ずつ測定する，いわゆる通常のLC/MS法と比較して，40検体の測定において前処理以降に
かかる時間が40%に短縮された．このように，SAM技術のための適切な試薬の選択，物理化学的
性質及び血中濃度差の大きいTSTとDHEASの同時定量のための前処理法，LC及びESI-MS/MS条
件の最適化などを経て，十分な性能を有する方法が確立できた．これらの成果を学術集会ならび
に学術誌で発表した． 
さらに，臨床ではDHEAS単独の測定もされることから，よりスループットに優れる本ステロ

イドのLC/ESI-MS/MS測定法を構築した．わずか5 μLの血清を除タンパク後，その一部を上記と
同じ4種の試薬で直接 (溶媒留去なしに) 誘導体化し，LC/ESI-MS/MSに付すものである．LC運転
時間 (1サイクル) は6分で，精度，正確度，特異性も満足し得る結果が得られた．本手法では誘
導体化を含めて90分で36検体の測定が可能であった．これらの成果も学術集会ならびに学術誌
で発表した． 

 
(3) 女性のOPのSAM-LC/MS検査法 
まず，Cookson型試薬がビタミンD化合物のみならず，E2とも反応してLC/ESI-MS/MSに有利な

誘導体を与えるとの報告に基づき，DAPTADのアイソトポログ (2H3-及び2H6-体) やアナログ (4-
[4-(1-pipelidinyl)phenyl]-1,2,4-triazoline-3,5-dione：PIPTAD) を合成した．これらの試薬はビタミン
D化合物に対して良好な結果を与えたものの，期待に反し，E2との反応では進行が極めて遅く，
さらには多くの副生成物を生じた．そこで方針を転換し，E2と25VD3をそれぞれに適した試薬で
誘導体化した後，同一のLC運転で定量することでスループットの向上を図る新規方法の開発を
企てた．まず，E2用の誘導体化試薬について検討したところ，1-(2,4-dinitro-5-fluorophenyl)-4,4-
dimethylpiperazinium iodideがE2と定量的に反応し，ESI-MS/MSで高強度かつE2骨格を含む高特異
的なプロダクトイオンを与えるなど，他の試薬より優れた特性を示した．特に，E2測定に汎用さ
れているダンシルクロリドよりもシグナル－ノイズ比を基準にすると，血清分析において数倍
の高感度・高特異性が認められた．一方，今回合成したPIPTADの特性を精査したところ，DAPTAD
をはじめとする既存のCookson型試薬を検出感度，LC挙動の面において凌駕するという結果を得
た．今後，これらの試薬の臨床適用性を調べ，さらにはそれぞれのアイソトポログを合成するこ
とにより，E2と25VD3のSAM技術の開発が可能と期待された．  
なお，PIPTADは尿中のグルクロン酸抱合型ビタミンD3代謝物の特異検出，抱合位置決定に有

用なことを見出し，これを用いてヒト尿中の23,24-ジヒドロキシビタミンD3-23-グルクロニドの
同定に成功した．この成果を学術誌に発表した． 
 
(4) その他 
本研究課題は，以前の科学研究費課題「MS臨床検査をハイスループット化するアナログ／ア

イソトポログ誘導体化法の開発 (17K08250)」と密接に関連し，連続的に実施されたものである．
そのため，以前の課題において開発した手法の最終的な評価も行い，論文化した．以下にその項
目を記す． 
① 血漿中一次胆汁酸の3検体一括定量法 
② 血清中17α-ヒドロキシプロゲステロンの4検体一括定量法 
③ 尿中ヘキサノイルグリシンの3検体一括定量法 
さらに，当初の計画には無かったが，isotope-coded derivatization (ICD) に基づく血清中γ₋アミ

ノ酪酸の新規定量法も開発した．すなわち，4-diethylaminobenzoic acid N-succinimidyl ester 
(DEABAS) とその2H6-体を合成し，後者による誘導体を内標準物質として利用する高精度・正確
度な新規定量法を構築し，学術集会でのポスター及び論文として発表した． 
 
このように本研究では種々の疾病と関連して体内レベルが変動するステロイドホルモンに対

し，その検査手法のイムノアッセイからLC/MSへの移行，すなわち，LC/MS検査の本格的現場導
入を目標に，これを妨げているLC/MSの低いスループットを解決する方策として，検体・項目多
重化 = SAMという新コンセプトを提案した．そしてMSタグのデザイン・合成を出発点に，実試
料を用いた評価を経て新規LC/ESI-MS/MS手法を確立した．女性のOPに対してE2と25VD3の同時
測定SAM技術の確立に至らなかったこと (現在，開発途中)，LOH症候群の検査では当初に目指
した同時分析検体数に及ばなかったことなど，達成度は必ずしも100%とは言えない．しかし，



前者についてはE2と25VD3それぞれの測定に適したMSタグを新たに見出しており，これらの順
次的な誘導体化法が確立すれば，同一運転での測定，延いてはスループットの向上が可能と考え
られた．また，後者の問題は装置の性能によるところが大きく，最新の装置の使用により同時分
析検体数の増加も実現できると推測される (6種のMSタグは既に用意済み)．本研究で得られた
知見が，LC/MS臨床検査の推進に役立つことを期待したい．  
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