
Ⅰ. はじめに

生体内での生合成や食餌からの吸収によって
得られたコレステロールは、生体内の水酸化酵
素であるチトクロムP450（CYP）やラジカル反
応によって酸化されてオキシステロールを生成
する。生体内から検出されるオキシステロール
には、水酸基の数や位置、配位の異なる種々の
構造類似化合物が存在し、生体内のオキシステ

ロールは異化代謝の中間生成物であるほか、核
内レセプターのリガンドとして機能している。
また、種々の疾患との関連が示唆されるなど注
目されている。

コレステロールの大部分は、7位あるいは27位
の水酸化、その後の水酸基の脱離や異性化など
を受けて胆汁酸となり、胆嚢、胆管を経て腸管
に分泌される。この胆汁酸の合成経路には古典
経路と代替経路が存在する1)。古典経路2)は、肝
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のミクロソームにおいてコレステロール7α水酸
化酵素（CYP7A1）により7α-ヒドロキシコレ
ステロール（7α-OHC）が生成され、胆汁酸で
あるコール酸（CA）およびケノデオキシコール
酸（CDCA）がほぼ同量合成される。代替経路
においては、ステロール27α水酸化酵素

（CYP27A1）によって27-ヒドロキシコレステロ
ール（27-OHC）が合成され、CDCAが合成され
る3)。そのため、7α-OHCおよび27-OHCは胆汁
酸の合成マーカー4)として考えられている。27-
OHCはその他に、CYP27A1欠損による脳腱黄色
腫症5)との関連が報告されている。また、24S-ヒ

ドロキシコレステロールは、脳内に特異的に存
在するコレステロール24水酸化酵素（CYP46）
により産生され6)、アルツハイマー病（AD）や
多発性硬化症などの脳神経疾患の早期診断ある
いは軽度認知障害からADへの進行予測の診断マ
ーカー7)として考えられている。他には、25-ヒ
ドロキシコレステロール（25-OHC）はコレステ
ロール25水酸化酵素により産生され、25-OHCは
コレステロール合成を調節するSterol regulatory
element binding proteins（SREBP）を介してHMG-
CoA還元酵素を阻害する8)ため、コレステロール
合成の調節因子と考えられている。さらに、4
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Fig. 1 Trimethylsilyl derivatiozation of oxysterols.



β-ヒドロキシコレステロール（4β-OHC）は
CYP3A4によって生成されるため、薬物代謝の
バイオマーカー9)として考えることができる。ま
た、Reactive oxygen species（ROS）によってコ
レステロールから合成される7β-ヒドロキシコ
レステロール（7β-OHC）10)は酸化ストレス11)や
肺がん12)のバイオマーカーとして、さらに、動
脈硬化によって生じる冠動脈プラークに7β-
OHCが存在しており、動脈硬化症との関係性も
報告されている13)。同様にフリーラジカルによ
ってコレステロール-5β, 6β-エポキシド（β-
epoxide）、コレステロール-5α, 6α-エポキシド

（α-epoxide）や7-ケトコレステロール（7-keto）
が生成され、糖尿病14)、白内障15)、子宮体癌16)な
どの疾患との関連性が報告されている。

オキシステロールはこのように様々な疾患や
体内状態のマーカー17)としての有用性が報告さ
れているが、実際の血漿中におけるこれらのオ
キシステロールは2～154 ng/mL4, 12, 18, 19)とごく微
量である。一方、類似化合物であるコレステロ
ールは約200 mg/dLと大量に存在するため、血漿
中のオキシステロールを高感度定量するには、
前処理の段階で大量のコレステロールを取り除
く必要がある。さらに、血漿中のリポタンパク
の表面に遊離型のコレステロールが存在し、リ
ポタンパクの内側にエステル型のコレステロー
ルが存在していることから、血漿中のオキシス
テロールを含むコレステロール類を定量するた

めにはリポタンパクを破砕して遊離型およびエ
ステル型を抽出する必要がある。

そこで本論文では、血漿中オキシステロール
の高感度GC-MS定量法について、特に前処理で
注意すべき点について述べる。

Ⅱ. オキシステロールのGC-MS法を

用いる分離分析法

オキシステロールは、ステロール骨格をベー
スにどれも類似した構造であるため、これらを
分離・定量するには分離能の高いGC-MSを用い
るのが最も適している。オキシステロールそれ
自身の構造では、水酸基をもつために感度が悪
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 　　　m/z

 　Quantities ion 　　Certificate ion

7α-hydroxycholesterol 456 　  233

7β- hydroxycholesterol 456 　  233

4β- hydroxycholesterol 456 　  366

22S- hydroxycholesterol 173   531, 546

22R- hydroxycholesterol 173   531, 456

20α- hydroxycholesterol 201 　  465

24S- hydroxycholesterol 413 　  145

25- hydroxycholesterol 131 271, 327, 456

27- hydroxycholesterol 456 　  417

7-ketocholesterol 472   367, 382

cholesterol-5α, 6α-epoxide 474   384, 459

cholesterol-5β, 6β- epoxide 474   366, 384

27- hydroxycholesterol -26, 26, 26,27, 27-d5 (I.S.) 461 　  422

I.S., internal standard

Oxysterols

GC    QP2010 ( Shimadzu )

MS GCMS-QP2010 plus ( Shimadzu )　　　　　　　

Column    DB-5MS ( 30 m×0.25 mm, 0.25 μm thickness )

Column oven    180℃ for 1 min →20/min→250℃→

5℃/min→ 300℃ for 15 min

Carrier gas   Helium

Flow rate   0.96 mL/min

Injection temperature  250℃

Ion source temperature  250℃

Sample injection mode  splitless

Injection volume   5 μL

Table 1 Analytical conditions of GC/MS

Table 2 SIM monitoring ions of oxysterol derivatives by GC-MS



いが、オキシステロールの水酸基をトリメチル
シリル（TMS）誘導体化することで高感度に分
析できるようになる18, 20)（Fig. 1）。オキシステロ
ールである27-ヒドロキシコレステロールのTMS
誘導体化物のマススペクトルは、m/z 546に分子
イオンピークが認められ、誘導体化物からメチ
ル（-CH3）が３つ外れたm/z 456にフラグメント
イオンが認められる（Fig. 2）。このm/zを用いて
化合物を特異的にモニタリングすることで、高
感度かつ特異的に定量ができる（Table 1, 2）。こ
の方法を用いて得られたクロマトグラムをFig. 3
に示しており、12種類のオキシステロールおよ
び内標準物質である27-ヒドロキシコレステロー

ル-26, 26, 26, 27, 27-d5が良好に分離されている
ことが分かる。

Ⅲ. 血漿の前処理法

血漿中のオキシステロール定量のための前処
理法について述べる。一般的な血漿中コレステ
ロールのGC-MS定量のための前処理は、リポタ
ンパクの破壊、ケン化、溶媒抽出および誘導体
化反応の各操作であるが、血漿中オキシステロ
ールのGC-MS定量の場合、溶媒抽出後に固相抽
出の操作を加えて、コレステロールとオキシス
テロールを分別する必要がある。ここでは、前
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Fig. 2 Mass spectra of 27-hydroxycholesterol-TMS 
(trimethylsilyl) ether derivative

Fig. 3 SIM chromatograms of oxysterols-TMS ether 
derivatives.
a) 7α-hydroxycholesterol, b) 7β-hydroxycho
lesterol, c) 4β-hydroxycholesterol, d) 22S-
hydroxycholesterol, e) cholesterol-5β, 6β-
epoxide, f) 22R-hydroxycholesterol, g) choles
terol-5α, 6α-epoxide, h) 20α-hydroxycholes
terol, i) 24S-hydroxycholesterol, j) 25-hydroxy
cholesterol, k) 7-ketocholesterol, l) 27-hydroxy
cholesterol -D5 (I.S), m) 27-hydroxycholesterol

Fig. 4 Effect of multi-tube vortex mixer on the extrac
tion of oxysterols from lipoprotein in human 
plasma.
LOD, limit of detection; 7α, 7α-hydroxycho
lesterol; 7β, 7β-hydroxycholesterol;4β, 4β-
hydroxycholesterol; 22R, 22R-hydroxycholes
terol; 22S, 22S-hydroxycholesterol; 20α, 20α-
hydroxycholesterol;24S, 24S-hydroxycholesterol;
25, 25-hydroxycholesterol; 27, 27-hydroxycho
lesterol

Fig. 5 Effect of potassium hydroxide on the hydrolysis
of 24S-hydroxycholesterol ester.
Each data point represents the mean ± standard
deviation (n=4).



処理の中でもリポタンパクの破壊、ケン化条件
の検討および固相抽出法を用いたコレステロー
ルとオキシステロールの分別法について述べる。

1. リポタンパクの破壊方法
前処理操作では、リポタンパクの破壊ととも

にコレステロールおよびオキシステロールのエ
ステル型を遊離型にするケン化を同時に行うこ
とで、前処理を簡素化することができる。血漿
にメタノールおよび水酸化カリウム溶液を加え、
室温の条件下、パルスモードを用いたボルテッ
クスミキサーで混和することでリポタンパクが
破壊され、遊離型およびエステル型コレステロ
ールおよびオキシステロールを取り出すことが
できる。パルスモードを用いて断続的に強い物
理的刺激（ボルテックス）をかけることでオキ
システロールがより多く検出されるのが分かる

（Fig. 4）。ボルテックスミキサーを用いることで
リポタンパクが効果的に破壊され、より安定で
再現性のよいデータが得られた。

2. ケン化条件の検討
血漿中のエステル型オキシステロールは、ア

ルカリを用いて加水分解し、遊離型オキシステ
ロールとすることで、総オキシステロールとし
て定量する。血漿中のリポタンパクの破壊のた
めにメタノールを添加しボルテックスミキサー
で混和する際に、水酸化カリウムを添加し、抽
出されるオキシステロール量の検討を行った。
水酸化カリウムの添加濃度、ケン化時間を検討
し、24S-ヒドロキシコレステロール濃度を定量
したところ、水酸化カリウム添加濃度が10
mol/L以上、ケン化時間が１時間以上でほぼ一定
となった（Fig. 5）。

3. コレステロールとオキシステロールの分別法
コレステロールとオキシステロールのような

類似化合物を分別する方法としては構造上の特
徴を生かして固相抽出を行うのがよい。固相抽
出剤のシリカを用い、コレステロールおよびオ
キシステロールの水酸基と、シリカの水酸基を
水素結合させることで、水酸基を１つ持つコレ
ステロールと、水酸基を２つあるいは水酸基と
エポキシ基を持つオキシステロールを水素結合
力の差を利用して分別できる（Fig. 6）。微量

（0.06μg/mL）の24S-OHC、27-OHC、7β-OHC、
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Fig. 6 Illustration of separation mechanism of oxysterols and cholesterol on the silica cartridge.



α-epoxide、β-epoxide、7-ketoおよび大過剰
（1.8 mg/mL）のコレステロールのヘキサン溶液
をシリカの固相カートリッジ（100 mg, 1 mL）
に負荷させ、それぞれの画分における溶出量を
測定したところ、酢酸エチル/n-へキサン（10/90）
溶液画分（E）には96.9％のコレステロールが溶
出され、オキシステロールは検出限界以下であ
った。また、酢酸エチル画分（E'）には、検討
したすべてのオキシステロールが78.9～122.2％
で溶出され、コレステロールの溶出量は5.1％前
後であった（Fig. 7）。このことより、固相にシ
リカを用い、ヘキサンと酢酸エチルを組み合わ
せることで大量のコレステロールとオキシステ
ロールが分別できる。これまでに報告されてい
るコレステロールとオキシステロールの固相抽
出を用いた分別法は、2-プロパノールが用いら
れている18)が、本前処理法の固相抽出に用いら
れる溶媒は水酸基を持たないため、その後のト
リメチルシリル（TMS）誘導体化反応における
溶媒の妨害がなく、TMS誘導体化を行う前処理
法として有用と考えられる20)。
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Fig. 7 Recoveries (%) of oxysterols and cholesterol obtained in individual solvent fractions of solid-phase extraction.
n=3; LOD, limit of detection; Chol, cholesterol; 24S-OHC, 24S-hydroxycholesterol; 27OHC, 27-hydroxycholes
terol; 7β, 7β-hydroxycholesterol; β-epoxide, cholesterol-5β, 6β-epoxide; α-epoxide, cholesterol-5α, 6
α-epoxide; 7-keto, 7-ketocholesterol

Fig. 8 Pretreatment procedure of human plasma for the
GC-MS analysis.
I.S., internal standard



Ⅳ. 検量線および血漿からの添加回収率

前処理方法は以下のように行った。内標準物
質を含む試験管（50 mL）に、健常人ボランテ
ィアの血漿500μL、メタノール５mL、10 mol/L
水酸化カリウム溶液２mLを加え、パルスモード
を用いたボルテックスミキサーを用いて室温で
１時間、混和した。その後、50％のリン酸を加
えて中和し、精製水5 mLを添加し、n-ヘキサン
の10 mLで溶媒抽出を行い、3,000 rpmで５分間、
遠心分離後、ヘキサン層を分取した。これを２
回繰り返し、分取したヘキサン溶液をシリカの
固相カートリッジ（SI, 100 mg, 1 mL, Varian Bond
Elut）に負荷した。n-ヘキサン２mLおよび酢酸
エチル/n-ヘキサン（10/90）の２mLで洗浄し、
酢酸エチル２mLでオキシステロールを溶出させ
た。窒素気流下で溶媒を除去後、Tri-Sil Reagent
を100μL加え、60℃、30分間、窒素雰囲気下で
トリメチルシリル誘導体化を行った。反応後、
溶媒を除去し、n-ヘキサン50μLで再溶解し、そ
の５μLをGC-MS測定した（Fig. 8）。この条件
下で、オキシステロールの検量線は相関係数

（R2）0.992以上、血漿への添加回収率も85.1～
110％であり、本法を用いることで12種類の血漿
中オキシステロールを良好に一斉定量できるこ

とが分かる（Table 3）。現在、本法を用いて、
健常人や患者血漿検体へ応用しているところで
あり、オキシステロールのアルツハイマー病な
どの各種疾患のバイオマーカーとしての有用性
を明らかにできると考えている。
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