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安定同位体利用技術

炭素同位体比を指標とするドーピング・
中毒起因物質の由来識別法
植木眞琴

総 説



１． は じ め に

スポーツドーピング検査や法医中毒学分野で

は，分子識別情報に基づいて原因物質を同定す

る必要があり，多くの場合，質量分析手法によ

ってその目的が達成される。分析技術が向上し，

対象物質の検出率が向上するに従って，ドーピ

ングの手段は一層巧妙になり，また健康ブーム

の影響で，生体内で作られる天然物を含有する

栄養補助食品が多数流通するようになってきた

ため，化合物を同定するだけでは目的物質の由

来を特定できなくなってきている。たとえば，

スポーツ選手の尿から異常な量の男性ホルモン

が検出され，それが生理的な要因による異常で

あるかドーピング目的で医薬品を服用したため

であるかを区別しなければならない場合，ある

いは毒物犯罪において，犯行現場の遺留品と被

疑者から押収された同じ化学種の同一性を証明

しなければならない場合などである。

化合物の由来を調べる方法の一つとして，警

察鑑定では押収された覚せい剤などの原末に不

純物として含まれる原料物質や，用いられた触

媒，微量金属などを調べ，そのプロファイルか

ら流通ルートを特定することが試みられてきた。

しかし共存物質のプロファイルから由来を識別

する方法は，尿などの複雑な組成を持つ生体試

料では不可能なことが多い。元素の同位体組成

は由来識別要素として使用し得る情報であり，

同一化学種を異同識別する上で有用である。

ガスクロマトグラフ（GC）と同位体比質量

分析計（IRMS）とを熱分解装置を介して接続

したガスクロマトグラフ熱分解同位体比質量分

析計（GC/C/IRMS）の実用化以来，複雑な組

成を持つ生体試料中の個別分子の同位体比が測

定できるようになり，同位体比を指標として被

験者の尿に観察されたステロイドプロファイル

の異常が体質的なものであるか，あるいはステ

ロイド製剤を服用したドーピングによる異常で

あるかを識別することが可能になった。

炭素同位体比測定によるステロイド識別法は，

オリンピックでは筆者が担当した１９９８年長野

オリンピック冬季競技大会でのドーピング検査

で初めて実施され，翌年の IOC アンチ・ドー

ピング規則の改正によって，正式に判定基準と

して採用された。ここではヒト尿中個別ステロ

イドの炭素同位体比を測定例として，その結果

の解釈，測定上の問題などについて解説する。
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２． 炭素同位体比測定が必要になった背景

１９９４年にアメリカでは，国民医療の自己選

択幅を拡大し医療費を抑制しようという考えか

ら，栄養補助食品の規制を大幅に緩和する条例

Dietary Supplements Health and Education

Act（DSHEA）１）が交付された。この条例によ

って天然ホルモン含有物を栄養補助食品として

販売することが可能となり，多数のステロイド

サプリメントが通信販売などを通じて入手でき

るようになった。時を同じくしてスポーツ界で

は，男性ホルモンのテストステロン（T）とそ

の活性代謝物５α―ジヒドロテストステロン

（DHT）の判定基準が確立した２）ことから，T

や DHT を使用する代わりに，プロホルモンを

含む栄養補助食品を摂取して男性ホルモンを補

充すれば，検査で検知されにくいのではないか

と考えられるようになった。こうしてステロイ

ドサプリメントは，記憶増進，老化防止の民間

療法に積極的に取り上げられ，次第に注目され

るようになってきた。放置すればステロイド乱

用がスポーツ界から一般社会に波及しかねない

状況になってきたため，米連邦政府 Drug En-

forcement Administration は，スポーツ界と協

力してステロイドを再度規制する条例 Ana-

bolic Steroid Control Act of ２００４を公布し，

２００５年に発効させた３）。この措置によって男性

ステロイド系サプリメントの販売が再び規制さ

れるようになった。この条約で規制される化合

物は，天然界に存在しない合成蛋白同化ステロ

イドばかりでなく，ヒト体内で産生される生理

的ステロイドも含まれるため，それらステロイ

ドの使用を検知するには対象物質の由来を調べ

る識別法が必要になってきたのである。

３． 炭素の安定同位体比とその表現法

炭素の安定同位体比（CIR）は本来１３C と１２C

の存在比を意味するが，試料の CIR は，便宜

上国際標準物質として用いられている Vienna

PeeDee Belemnite（VPDB）の CIR に対する

千分率（‰）の偏差をあらわす δ１３C 値（以下

δ 値と記載）として表される。

δ１３C（sample）＝（CIR（sample）/CIR（VPDB）－１）×１０００

（‰）

ここで CIR（VPDB）＝０．０１１２３７２

個別分子の CIR を測定する場合，具体的に

は GC で分離した有機物成分を He キャリヤガ

ス流路中，酸化銅触媒下で連続的に熱分解して

得られる１３CO２と１２CO２の強度測定結果から酸

素原子の寄与を補正し，VPDB の CIR に対す

る千分率偏差を上式から計算することによって

目的とする有機物の δ 値が求められる。酸素，

水素，窒素など，他の多くの原子は有機物分子

中で官能基を構成し，活性原子として化学反応

や生合成過程において交換反応や脱離による変

化を受けやすいのに対して，男性ステロイドの

基本骨格を構成する１９個の炭素は代謝時の入

れ替わりがないので，ステロイド分子の由来を

炭素源から特定するのに有効である。

４． ステロイドプロファイルの個人差と人種差

尿中に検出されるステロイドの量と成分間の

存在比，いわゆるステロイドプロファイルの解

析を困難にする要因に人種差と個人差がある。

図１に C１９ステロイドの主な代謝経路を示し

たが，テストステロンドーピングのスクリーニ

ング指標として，尿中 T 値と T の１７エピマ

ーであるエピテストステロン（ET）との比率

T/ET 比が用いられている。当初 T/ET の許

容値は，T，ET 間の相互変換が起こらないこ

とを前提に，欧米人を母集団とするデータを元

に設定された４）。欧米人では健常人の T/ET 比

がほぼ１付近に分布し，T 投与時に ET の上昇

が見られないことから，世界アンチドーピング

機構（WADA）は，T/ET が４を超えた場合

にはドーピングの可能性があるため，同位体比

MS による追加の確認検査が必要であるとして

いる。一方，日本・中国・韓国を母集団とする

東アジア人の T/ET 比のそれは０．５以下と低

く，欧米人と東アジア人の T/ET 比の差異が
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T の濃度差に依存することが統計的に確認され

た。更に，T を投与しても，T/ET の上昇を示

さない東アジア人の事例が知られるようになっ

てきた。図２は，説明と同意の上で日本人男女

ボランティア６名に５０mg のプロピオン酸テ

ストステロンを服用させ，服用前後の T，ET，

T/ET 比の推移を調べた６例のうち，代表的な

男子２例の結果をグラフ化している。図２の

a）はいわゆる欧米人型代謝を示す例でテスト

ステロン投与時の T，ET 間の相互変換は見ら

れないが，b）のボランティアでは T 投与後に

ET の尿中排泄がほぼ同期して推移しており，

T/ET 比を指標としたテストステロンドーピン

グの検知は不可能であることを示している。T，

ET に共通するプリカーサーである４―Andro-

stene―３，１７―dione（Adione）を服用した別の

実験から，図中 a），b）に示した T/ET 比の差

異は，１７―steroid oxidoreductase のフェノタイ

プの個人差によって東アジア人の多くでは T，

ET 間の変換が起こるためと考えられた。

加齢と共に分泌量が著しく低下するため，近

年ステロイドサプリメントによる補充療法で注

目されている DHEA に着目すると，欧米人で

は尿中 DHEA 硫酸抱合体の高値は希なのに対

して，東アジア人の尿中 DHEA 硫酸抱合体の

濃度分布は遥かに高く，高頻度で生理的に高値

を示す例が観察される。そのため，東アジア人

については尿中濃度を指標として DHEA のド

ーピングを検知することは不可能であった２）。

以上のことから，T，DHEA のドーピング判

定に際して，個人差・人種差には依存しないと

期待される同位体比測定法が注目されるように

なったのである。

５． ヒト尿中男性ステロイドと医薬品男性ス

テロイドの差異

図１に示したように，男性ステロイドの代謝

ではコレステロールを原料とするプレグネノロ

図１ ヒトにおける C１９ステロイドの主な代謝経路

植木：炭素同位体比を指標とするドーピング・中毒起因物質の由来識別法Dec．２００７ 821

（ ４７ ）



ンが起点となり，１７位の C２側鎖が切断されて

C１９ステロイドとなる。次いで DHEA，Adione

をプロホルモンとして T，DHT が合成され，

５α ―androstane―３α ，１７β ―diol（５α ―Adiol）と

５β ―androstane―３α ，１７β ―diol（５β ―Adiol）を

経て，終末産物の Androsterone（A），Etiocho-

lanolone（E）へと代謝され，最終的にそれらは

グルクロン酸抱合体又は硫酸抱合体となって尿

中に排泄される。代謝過程でアンドロスタン骨

格の１９個の炭素原子は入れ替わらないため，

外因性ステロイドの影響がなければ，理論上内

因性男性ステロイドの CIR はすべて同じ値と

なる。原料のコレステロールは卵，イカの内臓，

ウシ，ブタ，ニワトリなど，食餌中の動物性脂

肪にも多く含まれるが，ヒト体内で生合成され

る男性ステロイドの原料物質はメバロン酸経路

を経て，あるいはスクアレンを中間体として体

内で生合成されたコレステロールであり，食餌

中のコレステロールは直接男性ステロイドへは

代謝されないため，内因性ステロイドの CIR

はヒト血清中脂質成分などのそれと良く一致し，

食餌からのコレステロール摂取による影響は受

けにくいと言われている。

一方，医薬品ステロイドの主たる原料はヤマ

イモ，カラバル豆，大豆などの C３高等植物が

産生するフィトステロールで，Diosgenin，Sola-

sodine からは DHEA，T や１９―Nortestosterone

などの男性ステロイドが，また Heocogenin，

Deoxycholic acid からは種々の副腎皮質ステロ

イド類が合成される５）。植物ステロイドの炭素

源は炭酸同化作用によって大気中の炭酸ガスか

ら固定されたもので６），フィトステロールの

δ 値は，δ 値約－７‰の大気中の炭酸ガスと炭

素固定時の同位体効果によって決定される７）。

図３―a に市販合成ステロイド製剤の δ 値を

測定した筆者らのデータと，大豆の脂質画分に

ついて測定された δ 値とを比較したグラフを

示した。合成ステロイド製剤の δ 値の分布は

－３０．１±２．６（‰）であり２），Smith らが報告し

た高等植物由来の炭素化合物のそれと良く一致

した７）。

一方，長野オリンピックで検査対象となり薬

物使用の痕跡が認められなかった選手について

測定された尿中 DHEA の δ 値は－２０．３±２．１

（図３―b）で，Scholler らが報告した北米居住

者の血清脂質の δ 値８）－２１．６±１．０‰に比較す

ると１３C 含量が高めの傾向にはあったが，合成

ステロイド製剤の δ 値は，ヒト尿中 C１９ステ

図２ プロピオン酸テストステロン服用後の尿中テストステロン及びエピテストステロンの濃度と T/ET 比の

推移の例

ボランティア１は欧米型の代謝を示し，プロピオン酸テストステロン投与後 T の尿中排泄が増加したも

のの ET への変換は観察されず，T/ET 比が速やかに上昇した。ボランティア２は東アジア系人種に見

られる代謝型で，投与された T の一部が１７エピマーである ET に変換し，両者がほぼ連動して尿に排

泄されるため，T/ET 比を指標としたドーピングの検出は不可能であった
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ロイドの CIR に対して有意に低い値を示した。

このことから，同じ代謝経路上にあるステロ

イドの δ 値の均一性が失われており，あるス

テロイドの１３C 含量が，他のステロイドのそれ

に比べて有意に低い場合には，外因性ステロイ

ドの影響があったと判断される。

６． ヒト尿中炭素同位体比の変動要因と結果

の解釈

１９９０年に Brooks らは，CIR の差異から外因

性コルチコステロイドを検出する方法について

報 告 し た９）。ま た１９９７年 に Shackleton ら は

５α ―Adiol と５β ―Adiol の δ 値を指標としてテ

ストステロン系男性ステロイドのドーピングを

検知できることを報告している１０），１１）。その後も

テストステロンに注目した研究がいくつか発表

されたが１０）―１４），当時問題となっていた DHEA，

アンドロステンジオン（Adione）を同時に網

羅する方法はなく，市販テストステロン製剤と

ステロイドサプリメントの識別はできなかった。

筆者らは DHEA の大部分が硫酸抱合体として

尿に排泄されることに着目し，ゲートウェイス

テロイドとして DHEA 硫酸抱合体の δ 値を同

時に測定することにより，最も問題となる

DHEA，Adione，T，DHT のドーピングを識

別できることを示した２）。安定同位体比は分子

を構成する原子の由来のみに依存し，人種差，

個人差には影響されないと考えられるが，実際

いくつかの研究グループにより，尿中ステロイ

ドの δ 値の日差変動はステロイドプロファイ

ルのそれに比べて遥かに低いことが確認されて

いる。海外での長期移住等のない正常者５名の

尿中ステロイドについて５年間の推移を調査し

た筆者らの検討では，その間 δ 値に有意の変

図３ 市販ステロイド製剤とヒト尿中 C１９ステロイドの δ１３C 値の分布

市販ステロイド製剤は主として C３―植物が産生するフィトステロールを原料として合成されるが，図３―

a の結果はそれらが C３―植物由来であることを示している。ヒト尿中ステロイドの１３C―含量は調査した

ステロイド製剤よりもおよそ１０‰高く，両者の間には有意の差がみられた

（S：硫酸抱合体，total：総量 他はグルクロン酸抱合体画分）

呼気炭酸ガスは三大栄養素の燃焼ガスであり，個人の炭素摂取源の平均的 δ１３C 値を示すと考えられる

が，その１３C 含量も市販ステロイド製剤に比べて有意に高値であった。植物の δ 値分布は Smith らの報

告値７）をグラフ化した
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動は見られず，濃度変動は１０倍にも達する一

方，δ 値の変動は最大でも３‰に留まってい

た１５）。また，Flenker らは，ヒト尿中ステロイド

よりも１３C 含量の高い δ 値－１０から－２０程度

の高１３C コントロール食を摂取する実験の結果，

１例を除いて２５日間の δ 値の変動は＋３‰を超

えず，女子１例での変動も成分によって＋３‰

程度であったことを報告している１６）。

Shackleton らは，男性ステロイドと同じ炭

素源から生合成され，かつ男性ステロイド代謝

には影響を与えない非男性ステロイド，たとえ

ばプレグナンジオール（P２）を，被験者が産

生する内因性ステロイドの δ 値を表す内因性

参照標準（ERS : Endogenous Reference Stan-

dard）とみなし，その δ 値と検査対象となる

男性ステロイド成分の CIR とを相対比較する

ことによって，食習慣の違いによる差異を補正

できると報告している１０），１１）。たとえば，ある選

手の尿中ステロイドの δ 値が他の選手に比べ

て有意に低く植物性ステロイドのそれに近かっ

たとしても，ERS の δ 値と有意差がなければ，

検出された男性ステロイドは ERS と同じ炭素

源から生合成されたものであると合理的に判断

できる。IOC 医事委員会及び WADA が組織す

る炭素同位体比測定法開発作業班は，P２の他

にも Pregnanetriol，Cholesterol，１１―hydroxy-

androsterone，１１―ketoetiocholanoloneなどをERS

に使用し得るとしている１７）。

７． ステロイド投与時の炭素同位体比変動

図２に示したプロピオン酸テストステロン投

与例２例から採取された同一の尿試料について，

CIR 測定を行った結果を図４に示した。図４の

a，b はそれぞれ図２―a，図２―b の投与前及び

投与後１１時間（a）と９時間２０分後（b）の

尿に対応し，b に示したボランティアは，ステ

ロイドプロファイルではドーピングが検知でき

なかった事例である。

図４に示した CIR の推移を比較すると，投

与前の尿では，いずれのステロイドの δ 値も

ほぼ－１９‰で，そのレーダーチャートはほぼ正

六角形であった。一方プロピオン酸テストステ

ロン投与後の尿では，P２（ERS）と DHEA の

δ 値には変化が見られなかったものの，５α ―

Adiol，５β ―Adiol，A，E の δ 値が成分によっ

て－４から－１０‰変動し，投与後テストステロ

ンの代謝物の１３C 含量が著しく低下する δ 値の

均一性の欠如が観察された。これら投与後の尿

a） ボランティア１（図２―a に対応） b） ボランティア２（図２―b に対応）

図４ プロピオン酸テストステロン服用前後の，尿中 C１９ステロイドに見られる１３C 含量の推移

投与前の尿では，測定対象とした６種のステロイドの δ１３C 値は均一で，レーダーチャート

がほぼ正六角形を示したのに対し，T 投与後の尿では，ERS として測定した P２と代謝上上

位の DHEA には変動は見られず，４種の T の代謝物５α -Adiol，５β -Adiol，A，E の δ１３C 値

が有意に低下し，１３C 含量が低下していることが観察された
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では DHEA の δ 値が P２のそれに対して有意

の差を認めなかったことと，Adione の代謝物

である６―Hydroxyandrostenedione の濃度には

異常が認められなかったことから，原因物質が

プロホルモンではなく T であることが容易に

確認可能であった。

８． 今後の展開

従来ステロイドプロファイルによる判定では

個人差・人種差の影響があり，すべての選手に

公平な判定基準を設定することは不可能であっ

た。また，ステロイドプロファイルに異常が見

られ，その異常が明らかにドーピングによるも

のと判定できない場合，規則により最低１か月

に１回，合計３回以上のフォローアップ検査を

行った後に最終判断を下さなければならなかっ

た。安定同位体比は個人差・人種差・性差に依

存しない指標であり，フォローアップのために

必要以上に選手を拘束する必要がなく，多くの

場合１回の検査結果で判定できるという点で極

めて有効である。

CIR 測定による薬物代謝の研究は，これまで

の化学分析による方法では得られなかった新た

な情報を提供してくれるようになった。最近で

は，警察鑑定における規制薬物の流通ルートや，

遺伝子識別が不可能な有名酒類，農産物の原産

地識別などにも利用されるようになってきた。

今後様々な炭素源についてその δ 値が明らか

にされるようになれば，同位体比質量分析法の

薬毒物や食品への更なる応用が期待される。
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