
*本翻訳は MediTRANS®（http://www.mcl-corp.jp/meditrans/）という機械（AI）翻訳エンジンによるものであり，人による翻訳内容の検証等は行っており

ません。従いまして本翻訳の利用に際しては，原著論文が正であることをご理解の上，あくまでも個人の理解のための参考に留めていただきますようお願

いいたします。 

 

 

MediTRANS®による機械翻訳 

 

Determination of a Serum 25-Hydroxyvitamin D Reference Ranges in 

Japanese Adults Using Fully Automated Liquid Chromatography– 

Tandem Mass Spectrometry 

 

全自動液体クロマトグラフィータンデム質量分析法を用いた日本人成人

における血清 25-ヒドロキシビタミン D の基準範囲の決定 
 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022316623055876?via%3Dihub 

 

Hiroyasu Miyamoto 1,2,3, Daisuke Kawakami 4,5, Nobuhiro Hanafusa 4, Tsuyoshi Nakanishi 4, 

Masaki Miyasaka 1, Yutaka Furutani 1, Yuichi Ikeda 2, Kyoko Ito 6, Tomohiro Kato 6, 

Keitaro Yokoyama 7,8, Shoutaro Arakawa 9, Mitsuru Saito 9, Tadasu Furusho 3, 

Tomokazu Matsuura 1, Sae Ochi 1,* 
 
1 Department of Laboratory Medicine, The Jikei University School of Medicine, Minato City, Tokyo, Japan; 2 Department of Central Clinical 

Laboratory, The Jikei University Hospital, Minato City, Tokyo, Japan; 3 Department of International Food and Agricultural Science, Faculty of 

International Agriculture and Food Studies, Tokyo University of Agriculture, Setagaya City, Tokyo, Japan; 4 Analytical &Measuring Instruments 

Division, Shimadzu Corporation, Kyoto city, Kyoto, Japan; 5 Analytical Business Unit, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Germany; 6 Centre for 

Preventive Medicine, The Jikei University School of Medicine, Minato City, Tokyo, Japan; 7 Harumi Toriton Clinic of The Jikei University 

Hospital,Chuo City, Tokyo, Japan; 8 Department of Health Science, The Graduate School, The Jikei University School of Medicine, Tokyo,Japan; 

9 Department of Orthopedics, The Jikei University School of Medicine, Minato-ku, Tokyo, Japan 

  

http://www.mcl-corp.jp/meditrans/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022316623055876?via%3Dihub


*本翻訳は MediTRANS®（http://www.mcl-corp.jp/meditrans/）という機械（AI）翻訳エンジンによるものであり，人による翻訳内容の検証等は行っており

ません。従いまして本翻訳の利用に際しては，原著論文が正であることをご理解の上，あくまでも個人の理解のための参考に留めていただきますようお願

いいたします。 

  

 

MediTRANS®による機械翻訳 

抄録 

背景:ビタミン D状態への関心が高まっているにもかかわらず、この栄養素の基準範囲は完全には確立さ

れていない。これは、処理能力の高い標準化された測定システムが不足していることが一因である。さら

に、その範囲は集団によって異なり、生活様式の近代化に伴って変化する可能性がある。 

 

目的:本研究の目的は、日本の都市部に居住する健常者における 25-ヒドロキシビタミン D(25(OH)D)の現

在の基準濃度を算出することである。 

 

方法:新たに開発された完全自動液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析(LC-MS/MS)システムを用い

て、血清中 25(OH)D 濃度を測定した。再現性は標準化された試料を測定することによって評価された。精

度は市販の免疫測定法と比較することにより検証された。その後、2019 年 4 月から 2020 年 3月までに東

京で健康診断を受けた参加者を対象に集団スクリーニングを実施し、基準範囲を算出した。 

 
結果:術者間および日差再現性の変動係数は、25-ヒドロキシビタミン D2(25(OH)D2)でそれぞれ 4.1～8.5%
および 3.7～8.0%、25-ヒドロキシビタミン D3 でそれぞれ 4.7～7.0%および 4.0～6.9%であった。測定した
総 25(OH)D 濃度はイムノアッセイによる測定値とよく相関していた。計 5518 名の被験者について 25(OH)D
濃度を測定したところ、98%の被験者で濃度が不十分(30 ng/mL 未満)であった。合計 25(OH)D の基準範囲
は、女性で 7-30 ng/mL,男性で 5-27 ng/mL,全被験者で 6-29 ng/mL であった。腎機能および肝機能に異常
のある患者を除外した後の範囲は 6-30 ng/mL であった。 

 

結論:一見して健康な集団におけるビタミン D欠乏症の有病率の高さは、日本の都市部に住む人々の生活

習慣の特徴(屋外で過ごす時間が短い、伝統的な食品の摂取量が少ないなど)に起因している可能性があ

る。異なる集団を対象とした長期的な追跡調査とマススクリーニングは、公式のガイドラインと観察され

た濃度との間に不一致がある理由を明らかにするのに役立つであろう。この不一致に対しては、十分に検

証された測定システムが不可欠である。 
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はじめに 
 

ビタミン D は多臓器系で役割を果たす多面発現性の栄養素

である。小児のくる病、成人の骨軟化症、高齢者の骨粗鬆症を

予防するために十分なビタミン Dが必要であることはよく知ら

れている。最近の研究では、ビタミン D 欠乏が呼吸器疾患、自

己免疫疾患、様々な癌、糖尿病、慢性腎疾患、痴呆症、うつ状

態、不良な妊娠転帰、および身体能力の低下と関連しているこ

とも明らかにされている[1-3]。この薬剤の中心的な役割にも

かかわらず、ビタミン D の不足および欠乏を評価する標準的な

方法はまだ明確には確立されていない。 

臨床検査医学の分野では、栄養状態を定義するカットオフ値

が有用であるが、健康な集団でみられる範囲を記述する基準範

囲も重要である。しかしながら、ビタミン D および他の栄養素

の基準濃度は、しばしば人口統計学的背景の違いによって異な

る。同様の人口統計学的背景を有する集団においても、屋外で

過ごす時間や食習慣の変化などの生活習慣によって濃度が変

化する可能性がある[4]。 

このばらつきにより、測定されたビタミン D 濃度と健康アウ

トカムとの間に乖離が生じる可能性がある。例えば、25-ヒドロ

キシビタミン D(25(OH)D)濃度と健康状態との不一致は「ビタミ

ン D のパラドックス」と呼ばれ、十分に確立されている。特に、

実際に骨密度が高い集団では、血清 25(OH)D 濃度が低くなるこ

とがある[5]。ビタミン D 欠乏症の有病率が比較的高いことが

アスリートでも報告されており、アスリートは通常、平均的な

集団より健康である[6]。一部の報告では、25(OH)D 濃度の差は、

皮膚の色素沈着の違いによる日光への機能的曝露の差では十

分に説明できないこと、また、地理的に起源の異なる集団では

25(OH)D 濃度に関して他の遺伝的決定因子が存在する可能性が

あることも示唆されている[7,8]。したがって、理論的には、

個々の健康状態の評価における血清 25(OH)D の利用を改善する

ために、複数の健康な集団におけるビタミン D 濃度のマススク

リーニングを実施すべきである。 

マススクリーニングの実施における重要な課題は、ビタミン

D 濃度の測定方法が標準化されていないことである。同定され

ている 50 を超えるビタミン D代謝物の中で、25(OH)D は、その

生物学的安定性と体内での長い半減期のために、ビタミン D 状

態の指標として最も頻繁に用いられている。米国のビタミン D

標準化プログラム(VDSP)は、英国および欧州のビタミン D外部

品質評価計画(Vitamin D External Quality Assessment 

Scheme) ならびに米国の米国標準技術研究所 (National 

Institutes of Standards and Technology:NIST)と協力して、

25(OH)D 測定の国際標準化を確立するための基準測定システム

を開発した。このように標準化されていても、研究室間で実施

された最近の比較研究では、平均バイアスが最大 5%という VDSP

の基準を満たす免疫測定法は 50%に過ぎなかったことが明らか

にされている[9]。VDSP は、標準化されていないデータを使用

すると、ビタミン D 不足の推定有病率が誤って高くなったり低

くなったりする可能性があり、ビタミン D 摂取ガイドラインに

影響を及ぼす可能性があると警告している[10,11]。したがっ

て、ビタミン D の状態について国際的な合意を形成するために

は、ビタミン D の測定値を標準化することが不可欠である

[12,13]。 

液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析(LC-MS/MS)によ

る定量分析法は、新たに開発された臨床検査システムであり、

化学発光酵素免疫測定法(CLEIA)や電気化学発光免疫測定法

(ECLIA)などの免疫学的方法と比較してバイアスが低いことが

実証されている。したがって、LCMS/MS に基づく方法が 25(OH)D

測定のゴールドスタンダードとして推奨されている[9,14-16]。

それでも、LC-MS/MS には標準化の障壁となりうるいくつかの課

題がある。これらの課題には、試料の前処理、カラムの種類と

溶出条件の一貫性、標準化可能なイオン源などの問題が含まれ

る。比較的長い実行時間もまた、マススクリーニングにおける

これらの方法の利用を妨げている。そこで、島津製作所は前処

理工程を全自動化した LC-MS/MS 統合システムを開発し、処理

時間の大幅な短縮と LC-MS/MS を用いたマススクリーニングの

実施を可能とした。この完全に自動化された LC-MS/MS システ

ムは、ステロイド[17]、抗生物質[18]、修飾ヌクレオシド[19]、

5-FU[20]、有機酸[21] 、および毒物学[22]の分析において妥当

性が確認されている。 

この研究では、自動化 LC-MS/MS システムを用いて 25(OH)D

のマススクリーニングが行われた。この解析では、日本の都市

部に住む一見健康な人々を対象とした。この結果は、妥当性が

確認された方法を用いてビタミン Dの状態を測定することの重

要性を強調している。我々の結果はまた、異なる地域および異

なる人口集団におけるリスク患者のビタミン D栄養状態の差を

再評価する必要性を強調している。 

材料と方法 
 

全自動 LC-MS/MSシステムによる測定 
1.1.1 化学物質および試薬 

キ ャ リ ブ レ ー タ ー お よ び 対 照 は Golden West 

Diagnostics,LLC から供給された。内標準物質 2H6-ercalcidiol

及び 2 H 6 カルシフェジオールは Alsachim 社から購入した。

超純水、ギ酸、アセトニトリル、メタノール及びイソプロパノ

ールは富士フイルム和光純薬(株)から購入した。 

1.1.2 測定手順 

25(OH)D の測定には、全自動 LC-MS 前処理装置である

Clinical Laboratory Automation Module(CLAM-2030;島津製作

所)と超高速三連四重極質量分析計(LCMS-8050;島津製作所)を

組み合わせた LC システムを組み合わせて使用した。CLAM-2030

は血清試料を処理試薬と自動的に混合し、除たん白が完了した

後、試料をオートサンプラーで LCMS-8050 に添加する。この組

み合わせから CLAM/LC-MS/MS 法が得られた。 

CLAM-2030 を用いた試料調製では、あらかじめ 75%イソプロ

パノール 20μLで調整したポリテトラフルオロエチレン製フィ

ルターバイアル(孔径 0.45μm)にヒト血清(30μL)を添加した。

次に、それぞれの同位元素で標識された内標準物質を 50 ppb 含

むアセトニトリル試料(90μL)を加えた。この混合物を 149×g

で 60 秒間撹拌した後、60 秒間真空圧(55～60 kPa)を加えてろ
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過し、採取バイアルに入れた。最後に、抽出物の試料(3μL)を

LC-MS/MS システムに注入した。 

クロマトグラフィーシステムは 2 台の Shimadzu LC30 AD ポ

ンプ(Nexera X2),CTO-20AC オーブン、および SIL-30 AC オート

サンプラー(Shimadzu Corporation)から構成されている。クロ

マトグラフィーによる分離は、ガードカラムとして Shim-pack 

Velox PFPP カラム(2.7μm 3.0 5 mm;島津製作所)を、分析カラ

ムとして Shim-pack Velox PFPP 2.7μm 3.0 100 mm カラム(島

津製作所)を用いて行われた。緩衝液 A(0.1%ギ酸を含む水)と緩

衝液 B(メタノール)のグラジエントを移動相として用い、流速

は 700μL/min とした。この勾配は次のように作成された:0.00-

2.40 min,80%-86%B;2.41-3.40 min,100%B;および 3.41-4.60 

min,80%B。オーブンの温度は 30℃に設定した。 

LC-MS/MS 分析は、LCMS-8050 三連四重極質量分析計を正の大

気圧化学イオン化モードで用いて実施した。インターフェイス

パラメータと一般的な設定は次のとおりであった。噴霧ガス流

量:3.0 L/min,界面温度:375℃、脱溶媒線温度:225℃、加熱ブロ

ック温度:250℃すべての化合物は、滞留時間 40 ms での予定さ

れた複数反応モニタリングによって測定された。多重反応モニ

タリング法を用いて血清中の分析対象物と内部標準物質を検

出したところ、25-ヒドロキシビタミン D2(25(OH)D2),25-ヒド

ロキシビタミン D3(25(OH)D3),2H625(OH)D2 および 2H6-

25(OH)D3 の前駆体から産生への移行は、それぞれ m/z 

395.3→269.3,m/z 383.4→257.2,m/z 401.3→209.2 および m/z 

389.5→371.4 であった(補足図 1)。 

CLAM/LC-MS/MS測定装置の性能評価 

25(OH)D2 及び 25(OH)D3 の測定の特異性は、3-epi-25 ヒドロ

キシビタミン D2(3-epi-25(OH)D2)及び 3-epi-25 ヒドロキシビ

タミン D3(3-epi-25(OH)D3)を表すピークの分離を測定するこ

とにより評価した。この 2 種類の分析対象物は、安定同位体で

標識された 25(OH)D2 と 25(OH)D3 で標識された 25(OH)D2 と

25(OH)D3 から生成されたもので、setofNIST に準拠した濃度既

知の 25(OH)D2 と 25(OH)D3 の血清である Inordertoevaluate 

theaccuracyofthemeasurementmethod(Golden West 

Diagnostics 社 ) を キ ャ リ ブ レ ー タ ー と し て 用 い た

(25(OH)D2:4.5-122.1 ng/mL,25(OH)D3:4.9-125.9 ng/mL).各試

料を 1 回測定し、精度(%)を算出した。 

再現性(検者間の再現性)を測定するために、4 つの異なる濃

度の対照試料(Golden West Diagnostics 社)中の 25(OH)D の総

濃度を合計 10 回連続で測定し、平均値、標準偏差(SD)および変

動係数(CV,%)を算出した。日間再現性のために、同じ対照群の

25(OH)D 濃度を 1 日 1 回 10 日間測定し、平均値、SD,CV(%)を算

出した。 

自動免疫測定法と CLAM/LC-MS/MS法による測定値

の比較 
25(OH)D2 と 25(OH)D3 の濃度の合計を 25(OH)D 濃度とし、こ

の値を、日本の医薬品医療機器総合機構によって公式に承認さ

れた 2つの異なる免疫学的試験法によって測定された同等の値

と比較した。比較に用いられた方法の 1 つは、測定機器

Lumipulse 25(OH)D(富士レビオ社)を用いた CLEIA であった。

もう 1 つの方法は、Eclusis Reagent Vitamin D Total II と測

定装置 Cobas 8000 e801(Roche Diagnostics)を用いた ECLIA 法

であった。 

50 検体をランダムに選択し、CLAM/LS-MS/MS 法の結果を

CLEIA および ECLIA 法の結果と比較した。 

25(OH)Dのマススクリーニング 
1.1.3 研究対象集団 

2019 年 4 月から 2020 年 3 月(2019 年 12 月を除く)までに

Centre for Preventive Medicine,the Food and Drug 

Administration(慈恵医大),and Toriton Clinic of Asthma(東

京慈恵会医科大学附属病院)で健康診断を受けた全ての人が連

続して登録された。余剰血清を臨床研究に使用することについ

ては、健康診断の前に参加者全員からインフォームドコンセン

トを得た。研究への参加に同意した人の残りの血清を研究に使

用した。 

1.1.4 残留血清の採取 

健康診断時に参加者から全血を採取した。採血後直ちに、遠

心分離により血清中の AFP を測定した。残りの血清はプラスチ

ック製の密閉チューブに分注し、80℃の冷凍庫で暗所で保存し

た。ビタミン D 測定のための処理の直前に、凍結した血清検体

を室温で解凍した。 

1.1.5 情報収集 

健康診断時に測定された典型的な生化学検査値は、健康診断

の結果から得られたものである。対象とした項目は、身長、体

重、BMI(kg/m2),血球数、血清クレアチニン値、糸球体濾過量

(GFR),アラニンアミノトランスフェラーゼ(ALT),γ-グルタミ

ルトランスペプチダーゼ(γ-GT),アルブミン(ALB),LDL コレス

テロール(LDL-C),トリグリセリド(TG),空腹時血漿血糖値

(FPG),およびヘモグロビン A1c(HbA1c)であった。 

1.1.6 25(OH)D 濃度の分類 

25(OH)D 濃度は、日本骨代謝学会、日本内分泌学会、日本骨

粗鬆症学会による定義「血清 25(OH)D が 30 ng/mL 未満の場合

をビタミン D 欠乏、血清 25(OH)D が 20 ng/mL 未満の場合をビ

タミン D 欠乏」を用いて分類された[23]。. 

基準範囲の計算 

濃度分布を正規分布に対数変換することにより、試料間の

25(OH)D の基準範囲[95%信頼区間(CI)]を求めた。ビタミン D 濃

度は肝機能、脂質プロファイル、および DM の影響を受ける可能

性があるため、GFR,ALT,γ-GT,ALB,LDL-C,TG,FPG,HbA1c,ヘモ

グロビン、および血小板数が日本臨床検査標準協議会(JCCLS)

の基準範囲内であった症例について、健康診断の結果からデー

タを収集し、基準範囲を算出した[24]。 

統計解析 
CLAM/LC-MS/MS 法と CLEIA または ECLIA 法との間の一致試験

は、Bland-Altman プロットによって行われた。この相関を表す
式は Passing Bablok 法によって計算される。 
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Bonferroni 型の補正法を用いて、25(OH)D 濃度と他の因子と

の相関を算出した。スチューデントの t 検定を用いて、25(OH)D

の平均値を性別、季節、年齢別に比較した。 

25(OH)D の基準範囲を算出するために、値の分布を対数変換

により正規化し[25]、3 SD で 2 回切り捨てて、潜在的な病態に

よる極端な値を除外した。95%CI はパラメトリックに算出され、

その区間の下限値と上限値は逆変換された。 

ビタミン D は日光に暴露すると皮膚から産生されるため、血

清濃度は季節によって変化することがあり、この潜在的な関係

を明らかにするために SD 比(SDR)が分析された。地域、性別お

よび年齢による検査結果のばらつき(SD)を定量するため、3 水

準 の ネ ス ト ANOVA が 用 い ら れ た 。 SDR は 、 特 定 の

factortotheresidualSD に お け る SD の 比

(representingthenetbetween 個体間変動)として算出された。

SDR が 0.3 を超える場合を有意とみなした。0.5 を超える SDR 値

については、典型的な推奨に従って層別化を行った[26]。さら

に、自動化 LC-MS/MS 法の技術的水準に関する以前の研究[27]

を参照して、4 ng/mL のバイアスを有意な値として設定した。 

統 計 解 析 は StstFlex.ver7(Artec) お よ び Stata/SE 

16.0(StataCorp LLC)を用いて実施された。0.05 未満の P値は

統計学的に有意であると考えられた。 

倫理的な承認 
本試験は Declaration of Helsinki に準拠しており,慈恵医

大 Ethics Committee により承認された[承認番号:31-

049(9548)および 31-090(9589)]。 

結果 
 

CLAM/LC-MS/MS測定装置の性能のバリデーション 
25(OH)D2 および 25(OH)D3 の濃度を測定することに加えて、

25(OH)D3と3-epi-25(OH)D3の分離についても検討した(補足図

2)。25(OH)D2 及び 25(OH)D3 のピークは約 2.0 分の溶出時間で

安定同位体標識した 25(OH)D2-D3 及び 25(OH)D3-d6 の別々のピ

ークとして同定された。これらの分子の分離は、CLAM/LC-MS/MS

法の測定戦略の機能的特異性を示している。 

 この方法の精度を分析した結果、25(OH)D2 および 25(OH)D3

の測定濃度は、検討した全濃度範囲において既知濃度の 96.5～

108%であった(表 1)。術者間及び日差再現性の CV は、25(OH)D2

では 4.1～8.5%及び 3.7～8.0%,25(OH)D3 では 4.7～7.0%及び

4.0～6.9%であった(表 2)。 

 

 CLAM/LC-MS/MS 法による結果は、この方法で測定した総

25(OH)D 量と自動免疫測定法で測定した総 25(OH)D 量を比較す

ることによってさらに検証された。Bland-Altman プロットによ

る一致率検定の結果を図 1に示すが、CLEIA では、平均差が 0.50 

ng/mL,95%一致限界が 3.93～4.93 mg/mL であり、2 検体(4%)が

一致限界外であった(図 1A)。ECLIA については、平均差は 1.07 

ng/dL,95%一致限界は 4.05～6.19 ng/mL で、4 検体(8%)が限界

値外であった(図 1B)。CLEIA との相関は r 値 0.965(P<0.01)で

あり、この相関を表す式は y 1/4 1.088x 0.755 であった(図

1C)。ECLIA との相関は r値 0.949(P<0.01)であることが明らか

にされ、この相関を表す式は y 1/4 1.000x davoc 0.850 であ

った(図 1D)。明らかな系統誤差は認められなかった。 

CLAM/LC-MS/MS法を用いた 25(OH)D のマススクリー

ニング 
この方法を検証した後、CLAM/LC-MS/MS システムを用いて血

清試料中の 25(OH)D2 および 25(OH)D3 の濃度を測定した。 

1.1.7 参加者のベースライン特性 

健康診断の参加者全員からインフォームドコンセントを取

得し、計 5518 人(男性 3400 人、女性 2118 人)の検体で 25(OH)D

を測定した。患者選択のフローチャートを補足図 3 に示す。 

参加者のベースライン特性を表 3に示した。被験者の平均 SD

および年齢中央値は、男性でそれぞれ 50.6 13.2 および 51 歳、

女性でそれぞれ 45.6 14.7 および 47 歳であった。糖尿病

(HbA1c>6.5%)と過体重(BMI>25)の有病率は、男性でそれぞれ

7.24%と 23.6%,女性でそれぞれ 5.26%と 22.0%であり、全国平均

(男性でそれぞれ 19.7%と 33%,女性でそれぞれ 10.8%と 22.3%)

より低かった[28]。 
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25(OH)D の濃度 

5518 検体中 5516 検体で、25(OH)D2 の濃度が検出限界の 5 

ng/mL を下回った。2 検体のみが検出可能な濃度の 25(OH)D2 を

示し、25(OH)D2 の濃度は両検体とも 10 ng/mL 未満であった。

25(OH)D3 は全ての血清サンプルで検出された。 

驚くべきことに、被験者5396人(98%)がビタミンD不足(1092

人、19.8%)またはビタミン D 欠乏(4334 人、78.5%)に分類され

た。25(OH)D 濃度の平均および標準偏差は 15.5～5.96 ng/mL で

あった。総 25(OH)D 濃度の分布は対数正規分布を示した(歪

度:0.99;尖度:2.93)(図 2)。方法に記載された分類を参照する

と、参加者の 79%がビタミン D不足と分類され、98%がビタミン

D 欠乏症と分類された。 

年齢および性別による 25(OH)D濃度の分布 

年齢群別の 25(OH)D の 95 パーセンタイル値および中央値を

図 3 に示す。25(OH)D 濃度は年齢と正の相関を示した(r 

1/4=0.22,P<0.01)。各年齢群間の比較を補足図 4 に示す。いず

れの年齢区分においても、男性は女性より中央値が高かった

(補足表 1)。 

基準範囲の計算 

試料中の 25(OH)D の基準範囲(95%CI)は、濃度分布(図 2)を

対数変換により正規分布(歪度:0.04;尖度:0.29)に変換するこ

とにより求めた。基準範囲は、女性被験者で 7-30 ng/mL、男性

被験者で 5-27 ng/mL、被験者全体で 6-29 ng/mL であった(図

4)。女性被験者の 25(OH)D 値は男性よりも有意に低かった

(P<0.01)。 

ビタミン D 濃度は肝機能、脂質プロファイル、および糖尿病

の影響を受ける可能性があるため、GFR,ALT,γ-GT,ALB,LDL-

C,TG,FPG,HbA1c,Hb,および PLT の値が JCCLS が設定した共通の

基準範囲内であった 1630 例(29.5%)についても基準範囲を算出

したところ,6-30 ng/mL であった(データは示していない)。 

1.1.8 季節的変動 

血清 25(OH)D 濃度の季節的変動を図 5 に示す。25(OH)D 濃度

は 9 月に採取された検体で最も高く(平均:17.8;95%CI:8,30 

ng/mL),1 月に最も低かった(平均:13.1;95%CI:5,26 ng/mL)。9

月と 1 月の間の 25(OH)D 濃度の差は有意であった(P<0.001)。

興味深いことに、血清 25(OH)D 濃度の月別の変化は、2 月と 5

月に最も高くなる日照時間とは関係がないようであったが、8

月と 5 月に最も高くなる平均気温とは密接に関連していた。 

9 月。ただし、統計解析は実施できない。 

1.1.9 SDRの計算 

性別、年齢、採取月、採取季節などの要因が基準範囲の変動

にどの程度寄与しているかは、SDR を計算することによって決

定された。性別、年齢、採取月、採取季節に関する SDR 指数は、

それぞれ 0.303,0.247,0.270,0.258 であった。性別の基準範囲

は異なると考えられるが、この SDR は 0.5 未満であり、男女の

範囲の 95%CI のバイアスは 4 以内であり、下限は 2、中央値は

3、上限は 3 であった。したがって、血清 25(OH)D 濃度の基準範

囲をこれらの因子によって層別化する必要はなく、全体の基準

範囲を全ての被験者に用いることができると判断した。 

討論 
ビタミン D のカットオフ値は十分に研究されているが、健康

な集団におけるマススクリーニングが不足しているため、この

栄養素の基準範囲は明確には確立されていない。この研究は、

日本の都市部に住む一見健康な集団における血清 25(OH)D 濃度

の基準濃度を算出した最初の研究である。 

 

CLAM/LC-MS/MS 法による 25(OH)D2 及び 25(OH)D3 の測定再現性 

手術間の再現性を調べるために、4 つの異なる濃度の対照検体(Golden West Diagnostics 社)における 25(OH)D の総濃度を合計 10 回連続で測定し

た。日間再現性を調べるために、同じ対照群の 25(OH)D 濃度を 1 日 1回 10 日間測定した。 

25(OH)D2:25-ヒドロキシビタミン D2、25(OH)D3:25-ヒドロキシビタミン D3、CLAM:Clinical Laboratory Automation Module、CV:変動係数、LC-

MS/MS:液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析装置、SD:標準偏差 
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図 1 LC-MS/MS で測定した血清中 25(OH)D 濃度と免疫測定法で測定した血清中 25(OH)D 濃度の相関 LC-MS/MS,CLEIA(A)及び ECLIA(B)で測定した

25(OH)D の濃度と r 値及び相関式(実線)。LC-MS/MS、CLEIA(C)及び ECLIA(D)の Bland-Altman プロット、平均差(実線)及び 95%一致限界(点線)を示

す。25(OH)D:25-ヒドロキシビタミン D、CLEIA:化学発光酵素免疫測定法、ECLIA:電気化学発光免疫測定法、LC-MS/MS:液体クロマトグラフィー/タ

ンデム質量分析装置 

表 3 

マススクリーニング参加者の性別によるベースライン特性 
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図 2.LC-MS/MS で測定した 25(OH)D 濃度の分布点線はビタミン D不足の閾値を示す

(30 ng/mL)であった。25(OH)D,25-ヒドロキシビタミン D。 

これを可能にしたのは、完全に自動化された新規の LC-MS/MS 法

である CLAM/LC-MS/MS であり、これにより高い処理能力と良好

な精度が達成された。具体的には、この方法の精度は、米国食

品医薬品局(United States Food and Drug Administration)に

よって提案された検証ガイドラインの標準である 7.6%未満

(15%未満)の誤差を特徴とすることが明らかにされた。著者ら

の研究により、この基準範囲は、集団内の多くの個人の濃度が

世界的に推奨されている濃度(20 ng/mL 未満)よりも低いこと

を示していることが明らかにされた。 

[29,30]。 

 

東京居住者における 25(OH)D の基準範囲は低い 
健常者の血清から求めた 25(OH)D 濃度の基準範囲を報告し

た研究はほとんどない。しかし、いくつかの報告により、比較

に使用できる平均血清中濃度が確立されている。例えば、地中

海沿岸のある集団における 25(OH)D の平均濃度と SD は、男性

で 19.48 9.51 ng/mL,女性で 18.01 9.01 ng/mL と算出された

[31,32]。さらに、米国の被験者を対象としたある研究では

25(OH)D の基準範囲は 9.4～49.6 ng/mL であったが[33]、別の

研究では 6.0～43.5 ng/mL と算出されている[34]。重要なこと

に、25(OH)D の血清中濃度は被験者の出身地域によって異なる

ことが判明した[35]。 
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図 3.年齢群ごとの 25(OH)D 濃度の四分位値および中央値 25(OH)D:25-ヒドロキシビタミン D、CI:信頼区間、SD:標準偏差 

 

図 4.男女別の 25(OH)D 濃度の分布および基準範囲(95%CI) 
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日本では、20-69 歳の健康な成人を対象とした研究で、

平均血清中 25(OH)D3 濃度が 20.5 ng/mL と報告されている

[36]。日本の西部都市部に住む 649 人の被験者を対象とし

た別の研究では,25(OH)D の中央値および四分位範囲はそ

れぞれ 19.1 ng/mL および 14.7-24.5ng/mL で,ビタミン D

の検出率は 54.1%であった[37]が,これらの報告では基準

範囲は提示されていない。 

患者を対象とした研究では、日本の糖尿病および慢性腎

臓病患者 410 例を対象とした研究において、52 例(13%)が

活性型ビタミン Dを服用していたにもかかわらず、25(OH)D

の中央値および四分位範囲はそれぞれ23 ng/dLおよび16-

29 ng/dL であった[3]。神経性無食欲症患者 63 例を対象と

した別の研究では、86%の患者の血清中 25(OH)D 濃度が 30 

ng/dL 未満であった[38]。今回の研究では、血清 25(OH)D 濃

度の平均値と基準範囲はこれら全ての研究で報告された

値よりもはるかに低く、ビタミン D 不足と欠乏の有病率は

高かった。 

我々の研究におけるこれらの低いビタミン D 濃度は、地

理的条件によるものではないようである。北緯 36 度に位

置する東京の日照時間(年間 2019 時間)は、日本の平均(年

間 1969 時間)よりも長い[39]。東京が受ける日光の量と強

度は、適切なビタミン D の生成を誘導するのに十分な量で

ある。具体的には、東京で顔面および両手背に近い皮膚領

域(600 cm2)から午後 12:00 に 5.5μg の 25(OH)D を安全に

産生するのに必要な日光の持続時間は、7 月で 3.5 分、12

月で 22.4 分と短いと推定されている[40,41]。 

したがって、東京の日照量では相対的なビタミン D 欠乏

を説明できない可能性が高いことから、25(OH)D 濃度の低

値は典型的な都民の生活習慣によるものである可能性が

ある。第一に、健康診断の参加者のほとんどが事務職員で

あったため(データは示されていない)、一般的な日本人よ

りも日光への曝露が少なかった可能性が高い。さらに、9 月

中の 25(OH)D 濃度は気温と強い関係があることも明らかに

なった。この相関関係は、検査した集団で観察された

25(OH)D 濃度に衣服が関与していることを示唆している可

能性がある。具体的には、気候が温暖な時期に被験者がよ

り軽い衣服を着用した場合、25(OH)D 濃度の上昇に日光が

より効果的となる可能性がある。したがって、参加者の

25(OH)D 濃度が低かったことは、サンスクリーン剤や日傘

の使用、屋内で過ごす時間の増加など、現代の生活習慣の

側面によって説明できる可能性がある。特に、我々の研究

では、高齢者の血清 25(OH)D 濃度は比較的高いことが示さ

れた。このことは、日本の退職者は戸外で運動する傾向が

あるという事実によって説明できるかもしれない。 

欧州諸国および米国では、人々はサプリメントを介して

ビタミン D を積極的に摂取しており、25(OH)D2 はしばしば

食品に添加されている;したがって、これらの地域の集団

で検出された 25(OH)D2 濃度は、我々の研究で観察された

濃度よりも高い。しかし、筆者らの研究では、ほとんどの

被験者の 25(OH)D2 濃度が検出限界未満であったことから、

日本ではビタミン Dサプリメントが普及していないことが

示唆される。かつては、乾ししいたけには 100 g 中 12.7μg

のビタミン D が含まれており、多くの人が摂取していた。

キノコは今でも人気があるが、最近の食物輸送の改善によ

り、ビタミン D 含有量の少ない生のシイタケの供給が増加

している。したがって、日本の都市部における栄養習慣や

その他の生活習慣の変化が血清 25(OH)D 濃度低値の原因で

ある可能性がある。 

 

異なる時期に異なる集団で基準範囲を計算する

必要性 

日本の若年層を対象とした過去の研究では、2016 年か

ら 2020 年の間に平均 25(OH)D 濃度が約 8.5 ng/mL 低下し

たことが示されており[4]、これはおそらく COVID-19 パン

デミック中の生活習慣の変化によるものと考えられる。こ

の結果は、25(OH)D の基準範囲が生活習慣の影響を受ける

可能性があることを強く示唆している。したがって、同じ

集団であっても、血清 25(OH)D 濃度のマススクリーニング

を標準化された方法で繰り返し実施する必要がある。 
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しかしながら、これらの生活習慣の変化を考慮しても、

現在の人口の 98%がビタミン D の推奨濃度を満たしていな

いことが判明したことは驚きであった。健常者におけるビ

タミン D 欠乏症の有病率が高いことは、サウジアラビア

(98.5%)[42]、韓国(男性 64%,女性 77%)[43]、イラク

(56%)[44]など、世界の他の地域でも時折報告されている。

このような高い有病率は軍隊の新兵にも認められ(47.7%

がビタミン D 欠乏症、31.6%がビタミン D 欠乏症)[45]、一

部の研究者は、世界中の健康な集団におけるビタミン D 欠

乏症およびビタミンD欠乏症の高い有病率は、血清25(OH)D

の不当に高いカットオフ値によって人為的に作り出され

たものであると指摘している[7]。したがって、30 ng/mL の

25(OH)濃度が何らかの病理学的状態と関連しているかど

うかを評価することが重要である。特に、内臓脂肪の増加

に伴い血清 25(OH)D 濃度が低下するとの報告があることか

ら[46]、体脂肪不足に悩む人が増加する現代においては、

基準値が低くなる可能性がある。標準化された方法を用い

たビタミン D濃度のマススクリーニングによって促進され

るであろう、複数の集団におけるビタミン D の基準濃度に

関するさらなる研究が必要である。 

25(OH)D 濃度自体の違いに加えて、ビタミン D の他の代

謝物の比率も集団によって異なる可能性がある。これらの

代謝物と人口統計学的および臨床的特徴との相関を分析

することで、25(OH)D 濃度の違いについての洞察が得られ

る可能性がある。例えば、血清中の 24,25(OH)2D と 25(OH)D

の比の変化は、ビタミン D の状態をより特異的に測定でき

る可能性があり、この比はビタミン D 結合タンパク質に結

合していない遊離 25(OH)D の濃度をより正確に反映するた

め、人口統計学的な差に対する感度が低い可能性がある

[5]。これらの代謝物を効率的かつ正確な方法で同時に測

定する方法を開発するには、さらなる研究が必要である。 

ビタミン Dの状態をプロファイリングするため

の全自動 LC-MS/MS の適用 

LC-MS/MS,特に自動 LC-MS/MS は、起源の異なる被験者の

ビタミン D プロファイルの違いを解明する上で、抗体ベー

スの方法を含む従来の方法と比較していくつかの利点が

ある。第一に、前処理から結果までの全プロセスを自動化

することにより、測定時間を大幅に短縮することができ、

本手法を用いることで、5.5 時間で 60 回の試験を実施する

ことが可能となる。この高い処理能力は、集団内の基準濃

度を決定するために不可欠なマススクリーニングにとっ

て極めて重要である。 

第二に、LC-MS/MS 法は精度と特異性の点で優れている

ことが実証されている。これまでの報告では、イムノアッ

セイは 20 ng/mL を超える 25(OH)D2 濃度の定量には使用で

きないことが示唆されていた[47]が、LC-MS/MS ではより高

濃度の 25(OH)D2 を正確に測定できる。また、LC-MS/MS 法

では、3-epi-25(OH)D2 と 3-epi-25(OH)D3 を完全に分離し

て測定することが可能であり、構造的に類似したこれら 2

つの代謝物の濃度差は、炎症などの臨床状態[48]。や乳児

のビタミン Dの状態を反映していると報告されている[49]。

これまでの研究では、1-α25(OH)2D や 24,25(OH)D2 など、

他の関連代謝物を LC-MS/MS で個別に測定できる可能性も

示されている[15,50,51]。最近発見されたビタミン D 代謝

物を測定するための標準化プログラムの必要性が高まっ

ていることを考えると、この能力は特に有益である[5]。さ

らに、ビタミン D の代謝は他の酵素やホルモンの状態にも

影響されるため[52]、アルドステロン、アンドロステンジ

オン、その他のステロイドなど他の小分子の測定も重要で

ある。したがって、CLAM/LC-MS/MS システムは、リアルタ

イムのモニタリングを必要とする複数の臨床的問題に広

く適用できる可能性があると提案する。 
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ビタミン Dの状態に影響しうるその他の因子 

今回の研究では、25(OH)D の基準範囲を決定する際に考

慮すべき因子として、性別、年齢、時期が特定された。特

に、性別の場合には SDR が 0.3 を超えていたことが判明し

たが、この SDR は性別が影響を及ぼす可能性のある因子で

あることを示唆しているものの、この数値は 0.5 未満であ

ることから、性別に基づいて基準範囲を層別化する必要は

ないと結論している。25(OH)D の差が体脂肪組成などの他

の交絡因子によって引き起こされたかどうかを判断する

には、さらなる解析が必要である。 

事項制約事項 

主にこの研究の後ろ向きの性質により、我々の研究には

いくつかの限界がある。最も重要なものは選択バイアスで

ある。特に、健康診断の参加者はより健康意識が高いと想

定される。例えば、過体重者の割合は男性で 22.6%,女性で

19.5%であり、日本人の平均(男性 31.8%,女性 21.6%)より

低かった[28]。BMIが高いほどビタミンD濃度が低い[53]。

ことから、この選択バイアスが本研究の結果に影響を及ぼ

す可能性がある。それでも、結果は 25(OH)D の予想濃度よ

りはるかに低いことを示しており、これは有意である可能

性がある。また、本研究は基本的に健康な人を対象とした

ものであるが、健康診断の対象者にはがんなどの重度の疾

患を有する人も含まれる可能性がある。いくつかの項目の

外れ値を除外することによって感度分析を実施したが、そ

のような潜在的な外れ値を完全に除外することはできな

い。 

結論 

血清 25(OH)D 濃度を正確かつ迅速に測定できる完全に

自動化された LCMS/MS システムを用いて、日本の健康な集

団におけるビタミン D状態のマススクリーニングを実施し

た。算出された平均濃度(15.5 ng/mL)は以前に報告された

値(20.5 ng/mL)よりもはるかに低かった。ビタミン D に関

して住民の栄養状態が見かけ上不良であることから、

25(OH)D 濃度がこのように低い原因を解明するために、さ

らなる疫学研究が必要であることが示唆される。これらの

研究は、郊外地域の住民または異なる緯度に居住する集団

間の差を比較するためのマススクリーニングの利用によ

って強化されるであろう。他のビタミン D 関連代謝物を高

処理能で測定することも、このような試験にとって重要で

あろう。いずれの試験においても、自動化された CLAM/LC-

MS/MS システムが必要な迅速性と特異性をもたらすであろ

う 。
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