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研究成果の概要（和文）：オキシステロールはコレステロールの酸化物で、酵素的および非酵素的に産生され血
中には微量にしか存在しない。しかし、オキシステロールは動脈硬化を促進する生物学的作用が強く、その血中
濃度はコレステロールと必ずしも相関しない。本研究課題により、前処理を共通化することにより多項目を同時
に正確に測定する方法を確立した。56名の2型糖尿病入院患者を対象とし、新たに開発した前処理法とGC/MS法を
用いてオキシステロールを測定した。糖尿病患者の25ヒドロキシコレステロール濃度は、対照群の約2倍に上昇
していた。各種危険因子を調整後、25ヒドロキシコレステロール濃度と頸動脈の動脈硬化との関連は有意ではな
かった。

研究成果の概要（英文）：Oxysterol is the oxidized products of cholesterol and generated by enzymatic
 and non-enzymatic reactions. Their plasma concentrations are extremely low. Some oxysterols have 
strong biological actions to promote atherosclerosis. The plasma concentrations are not always 
correlated with cholesterol concentrations. We have established the simultaneous multiple 
measurements of oxysterols as well as cholesterol precursors, plant sterols, and cholestanol in 
plasma using one-round pretreatment. We determined oxysterol concentrations by gas spectrometry 
coupled with mass spectrometry in fifty-six hospitalized patients with type 2 diabetes and controls 
subjects. We found that 25-hydroxycholesterol concentration in the diabetic patients was almost 
double that in the control subjects. After adjustment of other risk factors, we failed to show the 
significant correlations between plasma 25-hydroxycholesterol concentration and carotid 
atherosclerosis.

研究分野：病態検査学

キーワード： オキシステロール　バイオマーカー　質量分析装置　動脈硬化　糖尿病　脂質異常症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オキシステロール濃度は報告者や方法で大きく異なり、測定項目数も少ないことが多い。測定が煩雑で多数検体
を処理する方法が確立していないことが理由である。本研究課題で、オキシステロールに加えてその関連物質で
ある植物ステロールやコレステロール前駆体、コレスタノールなど最大22項目を同時に正確かつ再現性よく測定
する系を確立できた。臨床サンプルの検討により、LDL-Cなど日常診療で使用されている検査項目で検出できな
いハイリスク群が同定できる可能性が示唆された。疾患群によって異常を示すオキシステロールに差があること
も明らかになった。脂質低下療法後の残余リスクを反映するバイオマーカーになることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 過去の多数の疫学調査により、LDL-C が高いほど冠動脈疾患の発症率が高くなることは明らか
である。しかし、ストロングスタチンで LDL-C を強力に低下させても、冠動脈疾患はどの薬物介
入試験でも 30％前後しか低下しない。その後、スタチンと併用することで著明に LDL-C を低下
させる抗 PCSK9 抗体（エボロクマブ）の臨床試験（FOURIER 試験）でも、LDL-C は中央値で
92→30mg/dL も低下したにもかかわらず冠動脈疾患は 1 年後で 16％、それ以降でも 25％しか低
下しなかった(N Engl J Med 376:1713-22, 2017)。糖尿病患者や慢性腎臓病、末期腎不全の患者
では LDL-C が高くなくても冠動脈疾患を高率に発症するため、LDL-C 以外の残余リスクをどう検
出するかが重要である。 
オキシステロールは、コレステロールが酸化された化合物である。オキシステロールには、細
胞毒性やアポトーシスの誘導、細胞の分化誘導、コレステロールの細胞からの引き抜き低下など
様々な生物活性がある。オキシステロールは、血中ではコレステロールに比べると極めて微量だ
が、動脈硬化巣のオキシステロール/コレステロール比は、血中より著明に高い(Atherosclerosis 
142: 1-28, 1999)。LDL-C が低くても冠動脈疾患を発症しやすいことが知られている糖尿病や透
析患者では、血中の酸化ストレスが強く、オキシステロールが動脈硬化を促進していることが示
唆される (Minerva Med 109:103-15, 2018)。  
オキシステロールを患者群で測定した臨床研究も複数報告されているが、その濃度には大き
な違いがある。オキシステロールは血清に大量に含まれるコレステロールと構造が非常に似て
おり、ガスクロマトグラフィー（GC）で両者の分離が悪いことも一因と考えられる。また、オキ
システロールは加熱や長期凍結保存でも産生されうるため、脂質の抽出や誘導体化の過程でア
ーチファクトが生じ易い。また、過去の論文では報告者により血中オキシステロール濃度のばら
つきが大きく比較ができない。このように、血中オキシステロールの正確な定量は困難である。  
オキシステロールは、酸化ストレスで非酵素的に産生されるだけでなく、酵素的にも産生され
る。たとえば、マクロファージでは 27-hydroxylase の活性が高く、細胞内に蓄積したコレステ
ロールを 27-hydroxycholesterol (27-HOC)として血中に放出する。この酵素が欠損すると脳腱
黄色腫を発症し動脈硬化が促進する。一方、酸化ストレスで産生されるオキシステロールで最も
毒性が強い 7β-hydroperoxycholesterol (7β-HOOC)は、すぐに 3つのオキシステロールに代謝
される (Proc Natl Acad Sci U S A 91: 11452-6, 1994)。また、加熱調理では食品のコレステ
ロールから多種類のオキシステロールが産生され、腸管で吸収される。よって、動脈硬化を評価
するには少数の血中オキシステロールを調べるだけでは不十分である。 
 
２．研究の目的 
 糖尿病や慢性腎不全など LDL-C が低くても冠動脈疾患が高率な疾患では、血清中や動脈硬化
巣のオキシステロール濃度が高い。よって、血中オキシステロール濃度が鋭敏な動脈硬化性疾患
の予測因子の可能性がある。その原因を推定するためには、コレステロール合成や吸収のマーカ
ーなど同時に多項目を測定することが有用である。本研究では、(1) 多種類のオキシステロール
を含むコレステロール代謝関連物質を同時に高精度に測定するガスクロマトグラフ質量分析法
（GC/MS 法）を確立し、(2) 動脈硬化ハイリスク群で高いオキシステロールが何かを同定し、(3) 
動脈硬化性疾患の予後を予測できるオキシステロール値が設定できるか明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 最初に多項目同時測定のために新しいサンプルの前処理法を開発し、従来の前処理法と比較
した。従来法は、本研究組織が報告した Hirayama らの方法を用いた（Atherosclerosis 230: 48‒
51, 2013.）。コレステロール前駆体と植物ステロール測定では、内部標準物質を添加した血漿に
水酸化カリウム（10M）とメタノール（2:5, v/v）を加え 1時間で鹸化を行った。50%リン酸で pH
を 7.0 にした後、n-ヘキサンで脂質を抽出した。窒素ガス下で蒸発乾固し、Tri-Sil HTP 試薬を
加えてから 60℃、30 分加熱してトリメチルシリル誘導体化し、n-ヘキサンに溶解させて GC/MS
で分析した。一方、オキシステロール測定では、内部標準物質を添加した血漿を 15 分で鹸化し、
n-ヘキサンで抽出し、n-ヘキサンで前処理した Bond Elut SI カートリッジに注入した。過剰な
コレステロールは、カラムを n-ヘキサンと 10％酢酸エチル（in n-ヘキサン）で洗浄して除き、
カラムに残ったオキシステロールを酢酸エチルで溶出した。窒素下で蒸発乾固して、60℃・30 分
加熱してトリメチルシリル誘導体化し、n-ヘキサンに溶解させて GC/MS で分析した。 
今回開発した前処理法は、Hirayama らの方法を改良したものである。内部標準物質を添加し
た血漿に水酸化カリウム（10M）とメタノール（1:5, v/v）を加え 22 時間かけて鹸化を行った。
50%リン酸で pH を 7.0 にした後、n-ヘキサンで脂質を抽出した。コレステロール、コレステロー
ル前駆体、植物ステロール、コレスタノール測定では窒素ガス下で蒸発乾固し、Tri-Sil HTP 試
薬を加えてから60℃、30分加熱してトリメチルシリル誘導体化し、n-ヘキサンに溶解させてGC/MS
で分析した。オキシステロール測定では、Isolute Biotage SI cartridge を用いて固相抽出し、



溶出したオキシステロールを窒素下で蒸発乾固して、60℃・30 分加熱してトリメチルシリル誘
導体化し、n-ヘキサンに溶解させて GC/MS で分析した。新しく開発した前処理法の概要を図 1に
示す。 
臨床サンプルを用いた検討は、入院 2 型糖尿病 53 名と健常者 50 名において、血中オキシス
テロール濃度を測定して比較した。また、2型糖尿病患者については、頸動脈エコーを施行して
プラークスコアを算出し、オキシステロールとの相関を調べた。 
 
図１：新規に開発したオキシステロールおよびその関連物質の前処理法 

（Kuwabara N, et al. Med Mass Spectrom 2023 より引用） 
  
４．研究成果 
 
本研究課題により、一回の前処理だけで血漿中のコレステロール、コレステロール水素化物で
あるコレスタノール、コレステロール前駆体（5種類）、植物ステロール（3種類）、オキシステ
ロール（12 種類）の合計 22種類を同時に測定できる GC/MS 法を確立した。使用する血漿の量は、
前処理を共通化することにより 250μL まで減らすことができた。小児患者の場合、検体量が不
足で診断に必要なオキシステロール項目を測定できない場合が少なくないが、本法はそのリス
クを低減できると考えらえる。これまでの報告を調べると、オキシステロールを含む関連物質を
多項目測定する場合、通常は測定項目により前処理法が異なるだけでなく、測定機器も異なる。
たとえば Mignarri らは、3 つの前処理法と 3 種類の測定機器を用いている（J Inherit Metab 
Dis 39: 75‒83, 2016.）。我々の方法は、このような問題点を克服した。 
添加回収試験の結果では、各成分の回収率は 85.0～115.5%.と良好な結果が得られた。同時再
現性および日差再現性の CV は、最大でもそれぞれ 11.0％と 14.2％であり、大多数は 10％未満
であった。6つのサンプルを用いて、従来法で測定したコレステロール前駆体 3項目、植物ステ
ロール 3項目、オキシステロール 3項目の測定値と新しい方法で測定した値を比較した。その結
果、新しい方法を用いた測定値は従来法を用いた測定値の 85.0％～115.5％を示し良好な相関が
得られた。 
 続いて行った臨床的な検討では、2型糖尿病群でコレステロール 5α, 6α-エポキシド（5α, 
6α-epoxide）とコレステロール 5β, 6β-エポキシド（5β, 6β-epoxide）が有意に低値で、
7β-ヒドロキシコレステロール（7β-HOC）、25-ヒドロキシコレステロール（25-HOC）、27-ヒド
ロキシコレステロール（27-HOC）が有意に高かった（表 1）。これらの項目を総コレステロール
で割った相対濃度で両軍を比較しても、同様の結果が得られた。ロジスティック回帰分析の結果、
年齢、BMI,平均血圧、トリグリセライド、HDL-C、LDL-C,前述の 3つのオキシステロール濃度を



調整しても、25-HOC は 2型糖尿病の有意な説明因子であった（Odds ratio 1.51 [1.03-2.33], 
p < 0.036）。 
さらに、単変量解析では、前述の 4つのオキシステロールのうち 25-HOC のみが有意な頸動脈
プラークスコアの説明因子であった（r ＝ 0.322）。しかし、FDR(False Discovery Rate)で補
正したｐ値（すなわち q値）では、統計学的に有意ではなかった。 
 我々は、すでに複合型高脂血症や胆汁うっ滞を示す先天性代謝異常でもオキシステロールの
臨床的意義を調べる研究を開始しており、その意義の解明が期待される。 
 
 
表１：対照群と 2型糖尿病患者における血中オキシステロール濃度の比較 

 対照群 (n = 50) 2 型糖尿病 (n = 53) p values q values 

血中濃度 (ng/mL)         

 4β-OHC 18.32  [13.33―24.49] 18.98  [13.40―24.34] 0.722 0.928 

 5α, 6α-epoxide 39.57  [29.05―57.03] 28.14  [19.11―40.59] < 0.001 0.004 

 5β, 6β-epoxide 42.30  [32.38―67.56] 32.00  [22.12―48.77] 0.015 0.028 

 7α—HOC  47.27  [32.04―77.90] 49.50  [32.19―86.03] 0.966 0.972 

 7β-HOC  5.42  [4.21 ―11.68] 8.33  [6.36―11.72] 0.002 0.007 

 7-keto 16.88  [11.56―33.64] 18.65  [14.06―23.83] 0.864 0.972 

 24S-HOC 34.43  [31.72―43.69] 38.53  [29.46―46.82] 0.482 0.723 

 25-HOC 4.58  [3.45―5.44] 8.52  [6.37―11.26] < 0.001 < 0.001 

 27-HOC 71.31  [63.44―86.69] 88.51  [74.44―116.53] 0.004 0.009 

メジアン[四分位範囲] 
（Kai T, et al. J Clin Lipidol, in press より抜粋して引用） 
 
  
以上のように、本研究課題により少量の検体を用いて同時に多項目のオキシステロールおよ
びその関連物質を測定する系を確立した。動脈硬化の予防と治療において、未解決の残余リス
クが何なのか本研究課題により明らかになることが期待される。また、前処理の共通化により
必要サンプル量が少なくても測定できる点は、国内だけでなく国外でも小児代謝性疾患におけ
るオキシステロール測定を促進させると予想される。 
臨床研究で十分にオキシステロールは、血清脂質と独立して変動しうるバイオマーカーであ
る。その臨床的意義の解明には、さらに検討が必要である。 
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