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質量分析は臨床検査でどこまで活用できるか？

野村 文夫

Applications of mass spectrometry to laboratory medicine 
-Present and promising future-

Fumio Nomura

Summary　Mass spectrometry (MS) is a powerful analytical tool used in an increasing number of 

clinical laboratories around the world. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC/

MS/MS) has been used for newborn screening, toxicology, therapeutic drug monitoring, 

endocrinology, and more recently for measurements of targeted proteins and peptides. Although 

immunoassay-based methods have dominated the clinical chemistry field for many years, LC/MS/

MS has offered significant advantages over immunoassays in terms of analytical specificity. 

Moreover, LC/MS/MS enables simultaneous measurements of multiple targets within a single run. 

Use of LC-MS/MS in clinical chemistry laboratories, however, has remained very limited because 

of substantial challenges. These challenges include the high capital cost of equipment, 

requirements for a skilled labor force, lack of standardization and automation, and also regulatory 

uncertainties and reimbursement issues.

　The most successful application of this technology is bacterial identification based on matrix 

assisted laser desorption / ionization time of flight mass spectrometry (MALDI – TOF MS). 

Indeed, a revolutionary shift in clinical diagnostic microbiology has been made. Identification 

results are generated within 10 min in contrast to almost one day when conducted by the traditional 

methods. The rate of successful identification at the species levels, however, is still not 100%. One 

of the reasons for the problematic identifications may be incomplete databases. Also, for some 

pathogens such as Nocardia, extensive pretreatment of the samples is required to obtain appropriate 

bacterial proteomic profiles. The MS-based method is useful for direct analysis of bacteria in three 

types of specimens; urine, cerebrospinal fluid (CSF), and blood. In addition to identification of 

bacteria, other uses of MS in clinical microbiology are being actively investigated particularly for 

detection of antibiotic resistance. For this purpose, LC/MS/MS could be more appropriate than 

MALDI-TOF MS.

　Undoubtedly, MS is going to play major roles in laboratory medicine in very near future. To 

meet with rapid progress in applications of MS to laboratory medicine, it is mandatory to have 
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Ⅰ．はじめに

　質量分析技術（MS）が臨床検査室レベルで
活用されるようになったのは最近のことである
が、技術それ自体の歴史は古く、基本原理が初
めて示されたのは19世紀末にさかのぼる。MS

の医療応用ではガスクロマトグラフィー質量分
析（GC/MS）の利用が早く、1966年に米国エ
ール大の日本人研究者田中圭氏らがGLC-MSを
用いて有機酸の先天代謝異常症のイソ吉草酸血
症を発見した1）。1981年には米国の空母Nimitz

の事故を契機にMSが注目されることとなった。
海兵隊員のマリファナ使用が問題となり、多く
の隊員を対象とした尿検体のスクリーニング検
査が行われたが、当初用いられた免疫学的方法
では多くの偽陽性が存在することがGC-MSに
よる確認検査の結果明確に示された。このこと
がMS技術の社会的認知につながったとされて
いる2）。1980年代後半になると2002年のノーベ
ル化学賞の受賞対象となった田中耕一氏のソフ
トレーザー脱離イオン化法の考案とmatrix assisted 

laser desorption / ionization time of flight mass 

spectrometer （MALDI – TOF MS）の進歩、J.

B.Fenn氏によるエレクトロスプレーイオン化
（ESI）の開発の結果、解析対象が従来の低分子
化合物から高分子化合物に広がることとなっ
た。そして、低分子化合物においてもESIと
Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

（LC/MS/MS）の組み合わせによる定量法が急
速に普及し現在に至っている。

Ⅱ．質量分析技術（MS）とその検査応用の概要

　2017年3月31日付で質量分析装置が薬機法
（「医薬品、医療機器等の品質、有効性及び安全
性の確保等に関する法律」）上、正式に医療機
器の一般名称として承認されるに至った（薬生
発0311第1号）。MSの臨床検査応用にとって
2017年は大きな節目の年であり、今後に向けて

の追い風となると期待される。
　臨床検査においてMSが現在活用されている、
あるいは今後利用されると思われる領域を手技
別にTable 1に示した。質量分析を利用した先天
代謝異常症の診断においては先ずGC/MSが利
用されたが、現在でも有機酸代謝異常症におい
てGC/MSによる尿中有機酸分析はきわめて重
要である3）。我が国における新生児マススクリ
ーニングでは①フェニルケトン尿症、②ホモシ
スチン尿症、③メープルシロップ尿症の3つの
アミノ酸代謝異常、④先天性甲状腺機能低下症、
⑤先天性副腎過形成、⑥ガラクトース血症の計
6疾患が対象となっていたが、タンデムマス法
の導入により従来のアミノ酸代謝異常症（①～
③）を含む22疾患（一次対象疾患は16疾患）を
1回の検査でスクリーニングできるようになっ
た4）。しかし、その他の3疾患（④～⑥）につい
ては従来の方法を続ける必要がある。タンデム
マススクリーニングは2011年の厚労省からの通
達を受けて全国すべての自治体に普及してい
る。LC/MSは法医学における薬毒物分析や血中
薬物濃度モニタリングにおいても必須のツール

MS-oriented staff. The Japanese Society for Biomedical Mass Spectrometry has started to certify 

medical mass spectrometrist in 2013. As of Dec. 2017, a total of 265 persons have been certified.

Key words:   mass spectrometry, MALDI – TOF MS, LC/MS/MS, medical mass spectrometrist

Table 1　  Applications of mass spectrometry to laboratory 

medicine
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となっている5）。MSは遺伝子関連検査において
も利用可能であり、DNA-freeの遺伝型決定6）、
DNAメチル化解析7）などへの活用が報告されて
いる。さらに質量分析イメージングも新たな応
用分野として重要であり、病理学領域における
breakthroughとなっている8）。このようにMSの
臨床応用はきわめて多岐にわたるが、本稿では
現時点で病院の臨床検査室と縁が深い臨床化学
と臨床細菌学を取り上げる。

Ⅲ．臨床化学領域における質量分析

1．質量分析技術（MS）の利点と欠点（課題）
　臨床化学領域におけるLC/MS/MSの利点を
Table 2にまとめた。
　なお、LC/MS/MSという表記は検査技術自体
を指し、LC-MS/MSは検査機器を示す。
　各種イムノアッセイは感染症関連の抗原・抗
体検査、腫瘍マーカーをはじめとする検査に多
用され、検査部の化学検査室の主役である。し
かし、イムノアッセイでは同一項目について多
くの検査試薬が存在し、使用される抗体も異な
るため、測定法間差・試薬間差が生じる。そし
て低濃度域の定量性が不十分なこと、類似物質
と抗体の交差反応により特異度が十分でない場
合があることなどの課題が指摘されてきた。
　また、イムノアッセイでは特異抗体が持続的
に供給され、入手可能であることが大前提であ
る。我が国におけるバゾプレッシン（AVP）の
唯一の測定系であったRIAで使用されていた抗
血清の供給が停止されたため、一時期本邦にお
けるAVPの測定がストップしてしまったことは
まだ記憶に新しいが、抗体に依存し過ぎること
の危うさを示している。
　一方、MSとくに大気圧イオン化（APCI）ま
たはエレクトロスプレイイオン化（ESI）と

selected reaction monitoring （SRM）モードを用
いた三連四重極質量分析計によるLC/MS/MSは
特異性が高く、高感度であり、かつ多項目の同
時測定が可能で、ランニングコストも低い。
　しかし、初期投資に費用がかかり、機器の操
作、維持、管理に専門的知識が要求されること、
現時点ではマニュアル操作に頼る部分が多く、
サンプルの前処理操作（臨床検体からの抽出、
分離精製、誘導体化など）が必要なことが問題
であり、現状では外来患者に対するいわゆる診
察前検査としての利用は困難である。今後は自
動化も含め、検査系をいかに簡便化できるかが
課題である。一方で目的物のイオン化抑制にも
常に注意を払う必要がある。さらにイムノアッ
セイのようにコマーシャルベースで測定系全体
が提供されるわけではないので、現時点では項
目ごとに至適な条件を組み合わせてIn-houseで
測定系を作り上げる技術と知識、経験が求めら
れる。
　筆者らも参考にしているその概要9）をFig. 1

に示した。
　以上のようにLC-MS/MSを用いた臨床化学検
査においては、正確性・精密性は申し分ないが、
迅速性、簡便性、保険償還に課題がある。互換
性については従来、MSはイムノアッセイに比
して施設間差が小さいと考えられてきたが、使
用するstandardやcalibratorの違いによりある程
度の施設間差が生じ得るので、機器と関連試薬
を一体に考えた実用化が必要である。

2．  質量分析技術（MS）によるホルモン測定（ビ
タミンDを含む）

　ステロイドホルモン、ペプチドホルモンの測
定の主流は各種イムノアッセイであるが、LC/

MS/MSが徐々にかつ確実に普及しつつある。
　例えば、テストステロン、エストラジオール
などの性ホルモンについては、それぞれ成人男
性、成人女性における中・高濃度域の測定につ
いては現行のイムノアッセイでも可能である
が、低濃度域、すなわち女性・小児におけるテ
ストステロンの測定、男性・小児・更年期女性
などにおけるエストラジオールの測定において
はイムノアッセイに限界があり、LC-MS/MSに
よる測定がより正確である10）。またエストラジ
オール（E2）だけでなく、エストロン（E1）

Table 2　Advantages of LC/MS/MS in clinical chemistry
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も同時測定できるのでより深い解析が可能とな
る。
　ビタミンDはカルシウム代謝調節に必須な脂
溶性ビタミンとして知られてきたが、活性化ビ
タミンDが骨代謝調節以外にも多岐にわたる生
理活性を有することが明らかとなり、ビタミン
Dの不足が多くの疾患の易罹患性を高めること
が注目された。その結果、生体におけるビタミ
ンＤの過不足の示標となる血中25OHビタミン
D（25OHD）の測定の依頼件数が諸外国では指
数関数的に増加したが11）、現在は、その測定の
適応が厳しく見直されている。我が国において
は2016年より保険診療で実施可能となったが、
測定法が一部のイムノアッセイに限定された形
になっている。
　血中25OHDの大部分は25OHD3として存在す
るが、ビタミンD2のサプリメントを常用してい
る場合は25OHD2の比率が増してくる。従来の
イムノアッセイは25OHD2と25OHD3を測り分け
ることができないだけでなく、その他の代謝物
も測り込む可能性があり、特異性が十分とは言
えない。25OHDの測定においてはLC-MS/MSが
gold standardであり、日本臨床化学会の標準化

専門委員会の見解12）でも、自施設の測定値が
LC-MS/MSとのトレーサビリティを確保してい
ることが求められている。同委員会の25OHD

測定の標準化に向けた活動においてもLC/MS/

MSによる測定値がgold standardとして用いられ
ている13）。
　筆者らはLC/MS/MSによる25（OH）D3、3-epi-

25（OH）D3、25（OH）D2、24,25（OH）2D3、1,25（OH）
2D3の分別定量法を開発し、臨床応用してい
る14）－15）（Fig. 2）。これらの代謝物を分別測定で
きることの意義は単にビタミンD2の影響を除
くだけではなく、3-epi体の割合が比較的多い
新生児サンプルの測定を正確にするために必要
である。さらには乳児でみられる原因不明の高
カルシウム血症においてはCYP24A1遺伝子変異
による24,24（OH）2D3の異常低値の確認が鑑別
診断上重要である16）。

Ⅳ．臨床微生物検査における質量分析技術（MS）

1．歴史的変遷
　MSの微生物同定への応用はGC-MS時代の
1970年代にさかのぼる17）。その後のMALDIの発

Fig. 1　  Method development workflow for analysis of small molecules by LC/MS/MS ( 

from ref 9 with modification)
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展を受けて、すでに1996年頃からMALDI-TOF 

MSを用いた菌体のプロテオーム解析による細
菌同定に関する報告が複数なされた。しかし、
本手法が微生物同定法として臨床細菌検査室で
広く受け入れられるまでにはその後かなりの期
間を要した。その理由として、①プロテオーム
は生体内でダイナミックに変化するものなの
で、培養条件の影響を受けやすいという懸念、
②MSスペクトルの差異が現在確立されている
分類法と完全に一致するかどうかについての疑
問、③不完全なデータベース、④細菌学者から

みて微生物同定という大変な作業がそれ相応の
鍛錬を受けていない者でもあまりにも容易にで
きてしまうことに対する疑念、⑤初期の論文が
公表される雑誌がMS関連誌に偏り過ぎていた
こと、などが指摘されている18）。

2．コロニーからの直接同定
　我が国では解析ソフトと分析機器が一体とな
ったMALDI BiotyperとVITEKⓇMSが市販されて
おり、いずれの機器も検査の保険償還が可能で
ある。平成30年度の診療報酬改定により質量分
析加算が認められることとなった。2017年12月
20日時点の我が国の医療機関における稼働台数
をそれぞれのメーカー担当者に直接確認したと
ころ、両者を合わせて約170（MALDI Biotyper 

約120、VITEK MS 約50）となっている。現状
では感受性検査は原則、従来法により実施する
必要があるが、迅速同定法として細菌検査室に
おける必須の技術となり、最近日本臨床微生物
学会からハンドブックが発刊された19）。一般細
菌の同定能力についての評価はほぼ定まり20）－

21）、抗酸菌22）や糸状菌23）の同定への応用が進ん
でいる。
　MALDI-TOF MSによる一般細菌（一部の真
菌を含む）の同定率は種レベルでも90%を超え
るが、100%とならない理由は主として3つある。
1つ目はデータベースの問題である。MALDI- 

TOF MSによる微生物同定能力はデータベース
の質と量に大きく左右される。すなわちその菌
種がデータベースに存在しないあるいはデータ
量が不十分な場合はMSスペクトルが得られて
も同定に至らない。筆者らも市販のデータベー
スに当施設での分離株のスペクトルを追加した
強化データベースを用いることにより、同定率
が上昇することを確認している24）が、市販のデ
ータベースも定期的な改良が行われている。
　第2の理由は菌によっては適切な前処理が必
要な点である。本技術の利点の1つは簡便性に
あり、コロニーの一部をMALDI プレートに直
接塗布し、マトリックスを加えてそのままTOF 

MSを行える場合も多いが、菌種によっては菌
体の十分な蛋白質抽出のための前処理を加える
必要がある。ブドウ球菌などではプレート上で
の処理が可能であるが25）、マイコバクテリウム
属、ノカルジア属などではより強力な抽出処理

Fig. 2　  SRM chromatograms of vitamin D metabolites by 

LC/MS/MS
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が必要である。結核菌などでは十分な前処理は
蛋白質抽出だけでなく、不活化により操作上の
安全性を担保するためにも必要である。ノカル
ジア属については強力な前処理が必要なこと、
そして市販のデータベースが不十分であること
から、筆者らは前処理法の改良および千葉大学
真菌医学センターの協力を得てデータベースの
強化を行うことにより、Table 3に示したように
その同定率が飛躍的に増加したのでルーチン検
査においても活用している26）。
　さらに第3の理由として、遺伝子レベルで近
縁の菌種の区別が困難な点があげられるが、従
来は判別困難とされた菌種においてもＭＳの活
用が模索されている27）。また、MALDI-TOF MS

による微生物同定に関しては在院日数の短縮や
コスト削減など実際面への貢献を示す報告も増
えている28）。

3.　尿、髄液、血液培養陽性検体からの直接同定
　本技術は現時点では同定のためには一定量以
上の菌量が必要なことからコロニー形成をみて

から利用される場合が多いが、特に迅速性が求
められる血液培養では培養陽性と判明した時点
で培養液から直接同定作業に入ることが可能で
あり迅速診断としての意義が大きく、菌種によ
り異なるが60～ 80%程度の陽性率が得られて
いる29）。しかし、血液培養液にはヘモグロビン
を初めとして細菌以外の蛋白質が大量に含まれ
ているので、菌体を選択的に回収するための前
処理が必須であり、内外から多数の報告があ
る30）－32）。
　尿路感染症の診断においても一定量以上の菌
体量があれば直接同定が可能であるが33）、複数
菌の場合の対応が課題である。MALDI-TOF 

MSによる診断の迅速性は治療開始までに時間
的猶予がない細菌性髄膜炎において威力を発揮
する、筆者らもKlebsiella pneumoniaeによる細
菌性髄膜炎の診断にMALDI-Biotyperが有用で
あった症例を報告している34）。

4．今後の課題―Beyond　identification

　近年、MALDI-TOF MSによる細菌同定の領

Table 3　  Identification rates of Nocardia isolates before and after A ugmentation by in-house data base (Analysis of 64 

isolates)（from Ref 26 with modification）
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域ではBeyond identificationとしてstrain typingや
抗菌薬に対する感受性・耐性の判定への利用が
求められている。Strain typingではたとえば大
腸菌のＨ抗原によるタイピングなどの成功例の
報告が増えている35）。同定された菌種の抗菌剤
に対する感受性・耐性の判別におけるMALDI-

TOF MSの役割については最近の総説に記載さ
れている36）－37）。未だ広く実用化される状況では
ないが、carbapenemase 活性の検出38）や耐性に
関わるporinの変化の検出39）などが試みられて
いる。PubMedにおけるMALDI＆bacteriaとLC-

MS/MS&bacteriaのキーワード検索により関連
する論文数の年次別推移を調査してみると、
LC-MS/MS関連の論文が確実に増えていること
が明らかであり（Fig. 3）、例えばブドウ球菌の
同定と薬剤感受性を同時に検出できる手法が報
告されている40）。
　一方、血液培養陽性ボトルからの迅速同定に
おいては遺伝子レベルの手法も進歩している41）。
原因菌と薬剤耐性遺伝子の同時検出が可能な自
動多項目同時遺伝子関連検査システムも登場し
ており、MSベースの手法との比較検討が始ま
っている42）。

Ⅴ．おわりに

　MSの技術革新により臨床検査が大きく変わ
ろうとしている。
　特にMALDI-TOF MSによる迅速微生物同定

は臨床細菌検査における必須の手法になりつつ
あるが、今後はLC/MS/MSの役割が増していく
と予想される。またLC/MS/MSの臨床化学への
応用においては操作性の簡便化、保険償還など
課題はあるが、近い将来臨床検査室の中核的な
技術となることは確実である。しかし、分析技
術がいかに進歩したとしてもこれらの技術は臨
床微生物や臨床化学の検査を熟知した者が従来
の手法と適切に組み合わせて活用するべきであ
ることを強調したい。質量分析技術の臨床検査
応用がさらに加速することに備えて日本医用マ
ススペクトル学会では4年前より医用質量分析
認定士制度（http://www.jsbms.jp/）がスタートし、
2017年12月20日現在で臨床検査技師を中心にす
でに265名が認定を受けている。
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