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　Ahighly 　sensitive 　and 　spcci 丘c　liquid　chromatographic ／tandem 　mass 　spectrometric

method 　was 　developed　f（〕r　the　determination　of 　26，26，26，27，27，27−hexaflロoro −dihydroxy−
vitamin 　 Ds ，　 a 　 new 　fluoro　analogue 　 of 　l

，25（OH ）2−vitamin 　D3．　It　 was 　f｛）und 　 that　this
compound

　gave　an 　acetic 　acid −adducted 　ion　with 　high　intensity　when 　the　mobile 　phasc
contained 　acetic 　acid ．　 By　optimizing 　the 　mobile 　phase　cemposition 　in　the 　liquid　chroma −
tography

　system 　in　obtaining 　the　highest　responsc 　of　the　adduct 　ion，　this　compound 　in
serum 　was 　determined 　down　to　as 　low　concontration 　as 　O．lpg／ml

，　f‘〕110wing　only 　depro−
teinization　by　acetonitrile 　and 　purification　on 　solid 　phase　cartridge ．　It　was 　recognized

that　the　present　assay 　method 　has　suHicient 　precision，　rapidity 　and 　simplicity 　in　execu −
tion

，　and 　enables 　us 　to　carry 　out 　the 　determination 　or 　very 　low　concentration 　of　this　com −

pound　in　clinical　studies 　fbr　humans ．

Keywords ： quantitative　dctcrmination；vitamin 　D3　derivativc；human 　serum ；LC／MS ／
　 　 　 　 　 　 MS ．

1 緒 言

　26，26，26，27，27，27一ヘ キ サ フ ル オ ロ ー1α ，25一ジ ヒ ドロ キ シ

ビ タ ミン D3　iF6−1，25（OH ）2一ビタ ミ ン D3，　 Fig．　l　i は
，

活性型 ビ タ ミ ン D3 〔1，25一ジ ヒ ドロ キ シ ビ タ ミン D3＞
1）2）

の フ ッ 素化誘導体
3＞

で あ る，げ っ 歯 動物 に お い て カ ル シ

ウ ム の 小腸 か らの 吸収 と骨 へ の 沈着 を促 進 させ る 作用 を

有 し，そ の 活 性 は 活 性型 ビ タ ミ ン Ds の お よ そ 5− 10 倍

＊

（株）住 化 分 析 セ ン タ
ー

； 554　大阪 市 此 花 区 春 日 出 中

　 3−1−135
＊＊

住 友 製薬 株式会 社 ： 541 大 阪市 中央 区道 修 町 2−2−8

で あ る ．現在 ， 副甲状せ ん機能 こ う進，慢性 じん 疾患 ，

骨粗 し ょ う症及 び骨 軟 化 症 に 関す る臨床試験 が行 わ れ て

い る ．F6−1，25（OH ）2一ビ タ ミ ン D3 は，高 力 価 の た め 臨

床試験 に お い て 投薬量 は μg／人 オーダーと 極め て 少 な

く，ヒ ト血清中濃度 は極め て 低 い レベ ル に あ る と予想 さ

れ る．

　 こ の よ うな 体 液 中 で 低濃度 レ ベ ル の 薬物 に つ い て の 生

物学的利用性 ， 同等性及 び 薬物動態 を研究 す る た め に

は，高 感 度 で 迅速性 に 優 れ 精度 の 高 い 定量 法 の 確立 が 必

須で あ る．F6−1，25（OH ）2
一ビ タ ミ ン D3 の ヒ ト血 清中定

量 法 と し て ，先 に 高分解能 一選 択 イ オ ン 検出法 （HR ．
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CF30HF3

Fig．　l　Chemical　 structure 　 Qf 　 F64，25（OH ＞2−vita −

min 　D3

SIM ）を用 い た ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ／質量 分 析計 で 測定

す る方法
4）が確立 さ れ て い る，こ の GCIMS 法 は，前処

理 と して 長 くて 煩雑 な精製 工 程 と二 つ の 水酸基部分 の 誘

導 体化 が 必 要 で あ っ た ．又 ，定 量 F 限 は 2pg ／ml で あ

る た め，比 較 的 高 い 投 与 量 （2　ng／人） で の 単回 投与 に

しか 適 用 で き な か っ た ．更 に こ れ よ り約 6 分 の 1 の 投

与量 に て 臨床試験 を行 う こ とか ら，薬物動 態 プロ フ liル

を把 握 す る に は ，定量 下 限 を 従来 の 2pg ／ml よ り も更

に 下 げる 必要があ り，より高感度 な 定量法が 必須 と な っ

た．

　近 年，タ ン デ ム 型 質量 分 析 計 （MS ／MS ） は，液体 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

〔LC ＞ に お け る 高選 択性検出器 と し

て も使用 さ れ，生体試料中の 薬物や 生理活性物質 の 定量

分析 に 用 い ら れ る よ う に な っ て き た
S）
− le）．今回，低濃

度領域 の 血 清中 Fcコー1，
25（OH ）2一ビ タ ミン Ds を迅 速 か つ

選 択的 に定量 す る た め，LG／MS ／MS を用 い た 検討 を行

っ た の で，そ の 結果 を 臨床試験 へ の 応用例と と も に 報告

す る，

2 実 験

　2 。1　実験材料 及 び 試 薬

　F6−1
，
25（OH ）2一ビ タ ミ ン Ds （化学純度 99、1％ ），

6，

19，19−d3−FF，−1，25〔OH ）2
一ビ タ ミ ン D3 〔内標準物質 ；化学

純度 96．3％ ） は，住友製薬 に て 合成 され た も の を用 い

た．工 タ ノ ール （ホ ル モ ン 測定用 ），
ア セ トニ ト リ ル ，

ヘ キサ ン，イソ プ ロ パ ノ
ー

ル ，メ タ ノ
ー

ル ，ジ ク ロ ロ メ

タ ン 似 上 液体 ク W マ トグ ラ フ 用） は ，ナ カ ラ イ テ ス ク

製 を用 い ，ヒ トコ ン トロ ール 血 清 は，オーソ ・ダ ィ ア グ

ノ ス テ ィ ッ ク ・シ ス テ ム ズ及 び 日水製薬 よ り購入 し た．

そ の 他の 試薬 に つ い て は 特級試薬 を使用 した．

　Bond 　Elut　C 工8／OH カ ート リ ッ ジ　（500 　mg ／2．8　ml ）

は バ リア ン製 を使用 し た．

　2。2　装置及び 測定条件

　LC 装 置 は ポ ン プ 600−MS と オー トサ ン プ ラー 717

（い ず れ もウ ォ
ーターズ）を，分析カ ラ ム は YMC 　Pack

MB 　ODS 　AM 〔150× 2．1mln 　i．d
． 平均 粒 子 径 5 μm ，ワ

イエ ム シ イ ） を使用 し た．移 動 相 は
， イ ソ プ ロ パ ノ ール ー

ア セ トニ トリル
ー
水
一
酢酸 の 混合溶媒 を用 い ，ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

は，室温 条件 下 ，毎 分 0．2m1 の 流量 に て 行 っ

た ．質景 分 析計 は ，トリ プル ス テ
ージ 四重 極 型 質 量 分 析

計 （TSQ70  ，フ ィ ニ ガ ン マ ッ ト｝ を 用 い ，イオ ン 化 に

は エ レ ク トロ ス プ レ
ー

イオ ン 化 （ESI）法 を，検出 に は

陰 イ オ ン 検 出 モ
ー ドで 選 択 反 応 検 出 （selected 　reaction

monitoring ，　 SRM ）を用 い た．

　2 ・3 前処理法

　血 清 2．Oml を サ ン プ リ ン グ し，内標 準 物質 （O．2

ng ／ml エ タ ノ
ー

ル ） 20国，エ タ ノ
ー

ル 20 叫 及 び ア セ ト

ニ トリ ル 2ml を加 え 5 分間振 り 混 ぜ た 後，5 分間約

1500g で 遠心分離 し た，こ の 上 澄 み を分取 し，0．4M リ

ン 酸 水素ニ カ リ ウ ム 2m1 を加 え て か き混 ぜ
，

こ の 溶 液

を あ ら か じ め ヘ キ サ ン，イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル 及びメ タ ノ
ー

ル 各 2ml で 洗浄 し，水 2ml で コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ し

た Bond 　Elut　G18／OH カ ート リ ッ ジ に 負 荷 し た，続 い

て カ
ー

トリ ッ ジ を水，水
一

メ タ ノ
ー

ル 〔40 ： 6 ，v ／v ），

ジ ク ロ ロ メ タ ン
ー

ヘ キ サ ン 〔le ：90，　 v ／v ｝及 び イ ソ プ ロ

パ ノ
ー

ル
ー

ヘ キサ ン （0，5 ；99，5，v ／v ）各 5m1 で 洗浄

し，最後 に イ ソ プロ パ ノ
ー

ル
ー

ヘ キサ ン （5 ：95，v ／v ）5

ml で F
（s
−1，25〔OH ）2

一ビ タ ミ ン Ds 及 び 内標準物質 を 溶

出 さ せ た．こ の 溶出液 を窒素気流下，水浴中 〔約 25℃）

で 蒸発乾 固 し f ，そ の 残 留 物 を移 動 相 9  叫 に 溶解 し，

そ の 3 分 の 1 量 を LC ／MS ／MS に 注 入 し た，

　2 。4　検量線の作成

　F6−1，25 （OH ）2一ビ タ ミ ン D3 の エ タ ノ
ー

ル 溶 液 20国

を ヒ トコ ン トロ
ー

ル 血 清 に 添加 し て ，D、1〜20　pg／ml 血

清相当 の 血 清試料 を調製 した，こ の 血 清試料 2　 ml と 内

標準物質溶液 20 μ1 を混和し，前処理 法 に 従っ て 処理 し

た 試料 を LC ／MS ／MS に 注 入 し，内標準物質 に 対 す る

ピーク 面積比 と添 加 濃度 を プロ ッ トして 最小二 乗法 で 検

量 線 を 作成 した．

　2・5 臨床試験

　6 人 の 健康な 日本人成人 （男子）の ボ ラ ン テ ィ ア に

Fs−1，25（OH ）2一ビ タ ミ ン D3 を O．3　U．g 経 口 投与 し た．採

血 は，投与 前 と 投与 後 1， 2， 4， 6，8， 12，24，48，72

及 び 96 時聞 に 行 い
， 血 清 を 分 離 し た 後，測定 ま で

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig・2　Negative　ion　 mass 　 spectrum 　 of 　F 巳厂

125 （OH ＞2−vitamin 　D3

Eighty　 ng 　 of 　 the　 chemical 　 was 　 injected　into　 a

Lα MS ／MS 　system 　in　the　now−i切ection 　mode ，　 us −

ing　the　mob 量le　phase　of 　acetonltriie
−
watcr 　（1： 1，

v／v ＞cQntaining 　O、1％ acctlc 　acid ，　and 　the　spectrum

was 　obtained 丘n 　the 　ncgative −ion　detection　mode ．

一2D℃ で 凍結保管 した．

3 結 果

　3 ・1 前 駆 イ オ ンの 選 択

　分 析 カ ラ ム を 用 い ず に
，

Fe−1，25 〔OH ）2一ビ タ ミ ン D
：i

を フ ロ
ー

イ ン ジ ェ ク シ ョ ン で O．1％ （v ／v ）酢酸含有 の

ア セ トニ トリル
ー
水 （1 ： 1，V／V ）の 移動相 に 導 入 し て ，

そ の 質量 ス ペ ク トル を測定 し た，陽 イオ ン 検出モ
ー

ドで

は ，顕著 な イオ ン は観測 され な か っ た の に 対 し，陰 イオ

ン 検 出 モ
ー ドで は ，水 素原

．
子が 離 脱 し た ［M − H ］

一

（m ／z523 〕 と そ れ 以 上 の イ オ ン 強 度 を示 す 酢 酸 付 加 イ

オ ン ［M 十CHiiCOOH − H ］
’一
（mk 　583）が 認 め ら れ た

（Fig．2）．同様 に 内標準物質 に お い て も酢酸付加 イ オ ン

（mk 　586＞ が 確 認 さ れ た．こ の 酢 酸 付 加 イ オ ン の 生 成

と高 い イオ ン 強度 は．再現 性 が あ り ，
こ れ を前駆 イオ ン に

選定 し た．又，こ の 前駆 イオ ン 生成 に 関与する パ ラ メ
ー

ターと して キ ャ ピ ラ リー温 度，シース ガ ス 圧 及 び補助 ガ

ス 流量 を，そ れ ぞ れ 200℃，4．23kg／cm2 ，2978　ml ／min

に 設定 した．

　3 ・2　生成イ オ ン の 選 択

　MS ／MS モ
ードに お け る イオ ン 解離 は，コ リ ジ ョ ン ガ

ス 圧 及 び コ リジ ョ ン エ ネル ギ ーに依存 す る，そ こ で コ リ

ジ ョ ン ガ ス に ア ル ゴ ン を 用 い ，そ の ガ ス 圧 を 1．5m

100
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Fig・3　PrQduct　iQn　mass 　spectra 　of 　the 　acetic 　acid −

adducted 　F6−1
，
25（OH ＞2−v 比amln 　D3　ion

Eighty　ng 　of　 the　 chemical 　 was 　 injected　into　a

LC ／MS ／MS 　system 　in　the 　flow一呵 ection 　mode ，　us −

ing　 the　 mobile 　 phasc　 of 　 acetonitrile
−
water （1 ： 1，

v ／v ）　corltaining 　o．1％　acctic 　acid ．　The 　precursor
ion（m ／z　583）forrned　was 　then　col 駈ded　against 　Ar
gas　 at 　the　 energy 　 or 　l5eV ［Al　 and 　 3g　eV 　［Bl　to

Qbservc 　the　product 孟ons ．

Torr に 固定 し，コ リ ジ ョ ン エ ネ ル ギ
ー

を変動 させ て ，

前駆 イオ ン で あ る 酢酸付加 イオ ン を衝突解離 さ せ ，生成

イ オ ン を 観 測 した．コ リ ジ ョ ン エ ネ ル ギ ー 15eV で 前

駆 イオ ン で あ る酢酸付加 イオ ン の ほ と ん どが 解離 し，そ

の と き の 生 成 イ オ ン は，前駆 イ オ ン か ら酢酸 が 離脱 した

［M − H ］
一

伽 ／ζ 523） が 最大強度 を示 した ，更 に コ リ ジ

ョ ン エ ネ ル ギ ーを 30eV と し た と き
， 前駆 イオ ン か ら

酢酸及 び トリフ ル オ ロ メ タ ン 基 が離脱 し た と考 え られ る

イ オ ン ［M − CF3− H ］
一
（M ／4453 ＞が ベ ース イオ ン と し

て 認 め ら れ た 〔Fig．3）．強 度 的 に は ど ち らの イ オ ン も

N 工工
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Fig・4　Effcct　 of 　the　 concentration 　 of 　acctic 　acid 　in
the　mobile 　phase　on 　fc）rmation 　of 　 acetic 　acid −

adducted 　F6・1，25（OH ）2−vitamin 　DB　ion

Eighty　ng 　of 　 the 　 chemical 　 was 　 injected　into　a

LC ／MS ／MS 　system 　in　the 且ow ．injection　mode
，
　 us −

ing　 two 　 kinds　 Df 　 mobilc 　 phasc，2−propano畳／w 乱ter

（1／1， v ／v ＞（● ＞ and 　acetonitrite ／w 乱ter （1／1，　 v ／v ）

（▲ ），wiIh 　 the 　 concentration 　gr乱dient　 of 　acetic 　 acid

tncrca9．　in9　亘％　（v ／v ），　 and 　the 　ion　intensity　of 　F6−

1，25（OH ＞2
−vitamin 　D3　was 　obscrvccl ．
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Fig．5　Effect　of 　2−propanol　in　the　mobile 　phase　oll

fbrmation　of 　acetie 　acid −adduct じd　F6−1，25（OH ）2
＿vi しa＿

min 　D3 　ion

Eighty　ng 　 of 　 the　 chemical 　 was 両 ected 　into　a

LC ／MSI 　MS 　 sys ヒem
，
　 and 　the　ion　intensity　 of 　F6．

1，25（OH ）2−vitamin 　 DB　 was 　 observed 　 with 　 the 　 vo レ

ume 　 ratio 　 of 　2−propanDl　 and 　 water 　bcing　 changed

from　O　to　lOO％ ，and 　a　 constant 　concentration 　 of

acetic 　acid 　at 　O．2％

大差 が な か っ た が ，血 清 を処 理 し た と き に ノ イズ レ ベ ル

が 低 い ［M − CFs − H ］
．一

（mh 　453） を SRM に お け る．生

成 イオ ン に 選 定 した．

　以．上の 結果 か ら，SRM モ
ー

ドで の F6−1，25〔OH ）2
一ビ

タ ミ ン Da．の 検出 に は 前駆 イオ ン m ／c　S83，生成 イオ ン

麗 ／ξ 453 ，内 標準物質 に つ い て は 前 駆 イ オ ン m ／c586 ，

生成 イオ ン mfc 　456 の イオ ン を モ ニ タ
ー

す る こ と と し

た．

　3 ・3　LC 条件の検討

　陰イオ ン モ
ードに 用 い る 移動相 と し て ，ア セ トニ トリ

ル と イ ソ プロ パ ノ ール の 比 較 と酢酸 付加 イ オ ン 生 成 に 最

適 な酢酸 の 添加量の 検討 を行 っ た．ア セ トニ ト リル
ー
水

（1 ： 1，v ／v ） と イ ソ プロ パ ノ
ー

丿レー水 （1 ； 1，　 v ／v ＞ を用

意 し，添 加 す る 酢 酸 の 含 量 を変 化 させ て FG−1
，
25（OH ）2

一

ビ タ ミ ン D3 の 酢酸付加 イオ ン の 強度 を 観察 し た （Fig．

4｝．そ の 結果，イソ プロ パ ノ
ー

ル 系 で 酢
．
酸 を 0．2％ 含有

させ た と き に イ オ ン 強 度 が 最 も高 か っ た．次 に 酢 酸 含 量

を O．2％ に 固 定 し，イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル
ー
水 の 組成 を 変化

さ せ て F6−1，25（OH ）2
一ビ タ ミ ン D3 の 酢酸付加イオ ン の

強 度 を 観 察 し た．そ の 結果 ， イ ソ プ ロ パ ノー
ル

ー
水

〔30 ： 70，v ／v ）の と き に ，最大強度を示 し た （Fig．5）．

こ の 溶媒系 ば 水 を 多 く含 む た め分析 カ ラ ム に は逆相 カ ラ

ム を 使用 す る こ と と した が，更 に溶 出 力 を高 め る た め ア

セ トニ ト リル を混合 す る こ と と し た．最終的 に は D．2％

酢
．
酸含有 イ ソ プ ロ パ ノール

ー
ア セ ト ニ ト リ ル

ー
水 （30 ：

50 ：20，v ／v／v ） の 移 動 相 を 選 択 し た．極性 を 異 に す る

6 種 の カ ラ ム に つ い て 検討を行 い ，適当な保持力と良好

な ピー
ク 形状 を 与 え る YMC 　Pack　MB 　ODS 　AM を 選

択 した．

　3 。4　前処理法 の 検討

　従 来 の GC ／MS 法 e
で は，血 清 を ア セ トニ トリル 及 び

リン酸緩衝液 で 除 タ ンパ ク し た後，Bond 　Elut　CI8 ／0H

で 固相抽出 し，更 に 順相 LC に よ る 分離精製 を 行 い ，

トリメ チ ル シ リル 誘 導 体 化 して い た．しか し，LC ／MS ／

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

技術論 文 松崎，溝奥，鈴木，木村 ： Lc ／Ms ／Ms に よる F6−1，25（OH ｝2一ビ タ ミ ン Ds の 定 量 541

》

鬻

29

』

匚

2

［A 】

2：00 4：00 6：00

［B ］

2：00 4：00 6：00

Retention　 time／min

Fig．6　LCIMSIMS 　 chromatograms 　 of 　Fs一し25（OH ＞2−vitamin 　D3　 and 　 the 三nternal

standard 　in　human 　serum

PCakS： （a），F6−k，25（OH ）2−Vitamin 　D3； （b｝，　the　internal　Standard

Human 　serum 　was 　spiked 　either 　with 　the　internal　standard （2　pg／m1 ）on 且y ［A］，
or 　with

bQth　of 　F6−1，25（OH ）2
−vitamin 　D3（0．ipg ／m1 ）and 　the　internal　standard （2　pg／1皿 1）［B］，

pre−trcated　 and 　 injected　 into　 a　 LC ／MSIMS 　 system ．　 The　 chromatograms 　 were

obtained 　in　SRM 　 mode ： f（）r　F6−1，25（OH ）2−vitamin 　D3 ；the　precursor　ion　of 　 m ／c　583
and 　product　ion　of 　m ／z　453 ，

　and 　for　the　internal　standard ；the　precursor　ion　of　m ／c

586and　product　ion　of 　mk 　456．　 To 　dearly　visualize 　the　signals 倉om 　Ffi−1，25（OH ）2−

vitamin 　D3
，
　thcy　were 　recorded 　with 　2−fold　sensitivity ，

MS の 測定条件 に お い て は ，ア セ トニ トリル の み で 除 タ

ン パ ク 後，Bond 　Elut　C18 ／OH で 固 相 抽 出 す る だ け で 妨

害 ピークの 影響 な く測定す る こ とが で き ， 更に そ の絶対

回収率は，従来法 と 同等以 上 で あ っ た　（従来法 62％，

本 法 78％）．

　3 ・5　定量法 の検証

　LC ／MS ／MS に 内 標準物質 L25　pg を注 入 す る と，内

標準物質 の ピー
ク 面積 に 対 し，5．1％ の ピー

ク 面積 を示

す F5−1，25（OH ）2
一ビ タ ミ ン D3 の ピー

ク が 現 れ た．こ れ

は 内標準物質 に 含 ま れ る未標識 の F6−1
，
25（OH ）2一ビ タ ミ

ン D3 で あ る と 考 え ら れ る ，内標準物質の 添 加 量 を 2

pg／ml 血 清 と し た が，こ の と き の F6−1，25（OH ）2一ビ タ ミ

ン Ds は，計算 上 約 O．102　pg／ml 含 ま れ て い る こ と に な

る．従 っ て O．tpg／ml 血 清 の Fs−1，25（OH ）2
一ビ タ ミ ン

D3 と，2pg ／ml 血清 の 内標準物質を添加 し た と き の 機

器 の 応 答 は ，内 標準物 質 の み を添 加 し た と き の 約
．2 倍

と な る は ずで あ るが ，実際 に測定した と き有意な 差 が 認

め ら れ た （Fig．6）．6 種 の ヒ トコ ン トロ
ー

ル．血 清す べ て

に つ い て ，測 定 成 分 の 位 置 に 妨 害 成 分 は認 め られ な か っ

た．

　内標準物質の ピーク面積 に 対 す る F6−1，25（OH ）2一ビ タ

ミ ン Ds の ピー
ク 面積 の 比 と，　 F，

−1，25（OH ＞2一ビ タ ミ ン

D3 の 添加濃度 をプロ ッ トし た 検量線 は
，　 O〜20　pg／ml

の 範囲で 相関係数 0．997 以 上 の 良好 な 直線性 を示 し た ．

又 ，各濃度 レ ベ ル （O．5，3，20　pg／ml ） に お け る 定量 値

の 再現性 を確 認 し た と こ ろ ， 日内変動 の 相対標準偏差 は

星2．8％ 以下 で あ り ，日 間変動 の 相対標準偏差 は ！7．5％

以下 で あ っ た．定量 下限濃度 （0」 pg／m1 ） に つ い て も

日 内変動 の 相対標準偏差が 16．7％ で あ っ た （Table　 l）．
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Table　 l　 Intra−day　 and 　i・ltcr −day　prccisi・ n　for　t｝・c

　　　　 d巴 ermination 　 of 　F6−1，25（OH ）2　 vitaminD ／s

　 　 　 　 mserlm

6

讖蹴 驫 謡翫灘 槻
Intra−day　assay

0」 00
．503
．0020
．00Inter
−day　assay

0．503
．002D
．00

匚
」

55

「
3

5 × 3†

5 × 35
× 3

0．120
．472
、8518
、47

0．523
ユ618
．95

16．712
、85
．66
．8

17、58
，15
．4

4

2

【
L
日
・。

書
。

・

。【

彎
b
の

o0
25 50 ア5 IOO

†3replicated　triais　with 　5　samples 　each
Time 　after 　admirnistration ／h

こ れ ら の 結果 か ら，こ の 分 析法 は 体 内 動 態 試 験 用 に 十 分

耐 え 得 る
Lり と考 え られ た ．

　3 ・6　臨床試験結果

　0．3  
の F6−1，25（OH ）2一ビ タ ミ ン Dg を 経 口 投与 し た

6 人 の ボ ラ ン テ g ア の 血 清を分析 し た 結果 を Fig．7 に

示 す 、薬物 は 投与後 96 時 間 で も検出 で き て お り，本定

重 法 が ヒ トに お け る 薬 物 動 態 プロ フ ィ ル を確 認 す る た め

に 十分 な感度 を与 え る こ と を意昧 して い る．珀⊥清中薬物

濃度 は 投与後 2 時 問 に 最大 〔4．07 ± O ．41pg ／ml ） と な

り，以後低下 して 投与 後 96 時 間 に は LOO ± 0．21pg ／ml

と な っ た，

4 　考 察

　従来，．血清中 Fes−1
，
25（OH ＞2

一ビ タ ミン D3 の 定量法 と

して ，GCfMS 法 に よ る 定量下限 2pg ／ml の 方法 が 適用

され て い た
4・｝．こ の GG ／MS 法 と本定量 法 を比 較 す る た

め ， 同
．一一
検 体 に つ い て GC ／MS 法 と 本定 ：軍：法で 測定 を

行 っ た と こ ろ，高 い 相 関 性 が 認 め ら れ た 〔Fig．8｝．し

か し，こ の GC ／MS 法 は，前処理 と し て LC 分取 を含

む長 く煩雑 な 精
．
製工 程 と，水酸基部分 の 誘導体化 が 必 要

で あ っ た．こ れ に 対 して 本定量 法で は 誘導体化 の 必要が

な く，煩雑 な 前処理工 程も不要 で あ る．本定 量 法 は，こ

の 前処 理 操作 の 迅 速 性，簡 便性 だ け で や く，O．1　pg
’／ml

血 清 と い う ， よ り 低 濃 度 ま で 定 量 で き る 点 で GC ／MS

法 よ り優 れ て い る と考え ら れ る．

　他 の 種 類 の LC 検 出 器 と 同 様 に 1．c ／MS ／MS に つ い

て も ， 使用 す る 溶媒系の 選択 が検出感度 に対 し て 重要 な

Fig ．7　Serum 　level　or 　F6−1，25（OH ）・a−vitamin 　Dl　a 「

ter　 a　 single 　 orai 　 administration 　 of 　Fti・t，25（OH ）2−

vitamin 　Ds　a し ad （，．se 　of 　O．3 μg　to　6　volunteers

Each　point　 with 　a　 vertiGa 口 ine　 rcprcscnts 　 thc 　 mean

± s．d、　of 　6　data．

君
・、

ミ
で

2H
碁

話
窘【

｛

30

20

10

00
10 20

GC ／MS 　method ／pg　ml
− 1

30

Fig・8　Correlation　Qr 　the　concentr 飢 ion　of 　F6−

1，25（OH ＞2−vitamin 　Ds　in　serum 　obtained 　by　the　pre−

scn1 ．　mcthod 　with 　that　by　GC 〆MS 　method

The 　 same 　 serum 　 samples 　 fめ m 　hcalthy　 volunteers

given　F6−1，25（OH ）2 −vitam 童n　DB　oraliy 　were 　analyzed

by　G （〕／MS 　method4
．
）
and 　the　present　mcthod ．　 The

scrum 　sample ヨ　of 　higher　concentr は tions 　were

appropriately 　 diluted　 with 　 thc　 cDntrol 　 seram 　 and

s ψ iccted　to　LCIMS ／MS 　analysis ．
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要素とな る こ とが明 らか に な っ た，今後更 に溶媒系 に つ

い て の 有用 な 知見 が 得 ら れ れ ば，よ り
．
高感度 の 分 析 が 可

能 と な る で あ ろ う．又 ，内標準物質 と し て 使用 す る 安定

圃 位体 の 標 識 化 率 を 更 に 向上 させ る こ とが で き れ ば，わ

ず か に 含 まれ る F6−i，25 〔OH ）2一ビ タ ミ ン 圦 量 の 影 響 が

減少す る こ と か ら，定量 精 度 の 向 上 が期待 で き る と考 え

られ る．

　 LGIMS ／MS を検出器 とす る ，生体試料中 の 薬物等 の

微量 定量分析 に つ い て 記述 し て い る 論文が 最近 発 表 され

始 め て い る
f’）一’io）．今回 の 検討結巣 が 示 す よ う に ，検出

器 に お け る分 離 ・
精製効果 の た め，MS ／MS は MS 以

上 の 選択性 を 有 し て い る こ と，及 び特 に LC と 接続 し

た 場合 は ，GC の よ う に 極性化合物 を誘導体化 す る 必 要

が な く ， 直接 分 析 す る こ とが 可能 で あ る こ と が 注目さ れ

た か らで あ ろ う，こ の よ う な MSIMS の 特徴 を生 か し

た 生 体試料中の 薬物等 の 定量分 析 へ の 応 用 が
， 今後ま す

ま ず 活発 に 展開され る と考 え られ る．
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要 旨

　活性型 ビ タ ミ ン D ：， の フ ッ 素化誘導体 で あ る 26，26，26，27，27，27一ヘ キ サ フ ル オ ロ ー1α ，25一ジ ヒ ドロ キシ

ビ タ ミ ン D3 の 液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー
／タ ン デ ム 型質量分析法 （LC ／MS ／MS ） を用 い る ヒ ト血清中濃

度測定法を開発 した．本物質が酢酸と結合 して 高
．
い イオ ン 強度 を与 え る こ と を見 い だ し，更 に LC の

移動相条件を検討 す る こ と に よ り，前 処 理 と して 除 タ ン パ ク後，固椙抽出 す る だ け で e．1　pg／ml 血 清以

上 の 濃度 の 定量 が 可能 と な っ た ．こ の 方法 は 精度，迅 速性及 び 簡便性 に 優 れ て い る こ とが 認 め られ た．
こ の 定量 法 の 確立 に よ っ て 低用量 で の 臨床試験 に お け る 血 中濃度測定 が 可能 と な っ た ．
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