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研究成果の概要（和文）：脂肪酸酸化異常症・カルニチンサイクル異常症5疾患の患者検体を用いて脂肪酸酸化
能検査を実施し、有用な診断指標と脂肪酸酸化能の評価法を見出した。疾患によっては本検査が酵素活性よりも
遺伝子解析結果を支持する有用な確定診断法であることを証明した。酵素活性測定が1段階の酵素反応を評価す
るのに対し、本検査では脂肪酸β酸化の各段階の酵素反応を総合的に評価することができるため、より臨床的重
症度を反映すると推測されるが、発作の発症予測を評価するためにはさらなる長期的な検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：We performed the fatty acid oxidation test for the patients with fatty acid 
oxidation disorders and carnitine cycle disorders, and identified diagnostic indices and β
-oxidation ability for these disorders. For some diseases, this test proved to be a useful 
definitive diagnostic method that favors genetic analysis results rather than enzyme activity. Our 
test is presumed to reflect the clinical severity of these disorders, because it makes comprehensive
 evaluation of fatty acid β-oxidation, while the enzyme activity measurement evaluates only 
one-step in enzymatic reactions. However, further long-term prospective studies are required to 
evaluate the predictivity of the acute metabolic failure.

研究分野：先天代謝異常

キーワード： 脂肪酸酸化異常症　カルニチンサイクル異常症　新生児マススクリーニング　アシルカルニチン分析　
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪酸酸化異常症・カルニチンサイクル異常症は、一部が新生児マススクリーニングの対象疾患に位置づけられ
ている。重症例を見逃さないことを主眼に発展してきたスクリーニングであるが、その反面偽陽性例や未発症軽
症例の急増が課題となっている。通常本疾患群は酵素活性測定や遺伝子解析により確定診断がなされるが、問題
点も多い。我々の開発した脂肪酸酸化能検査は簡便・迅速な診断法であり、疾患によっては酵素活性測定よりも
診断精度が高い。さらに、様々な臨床的重症度を示す本疾患群において、急性代謝不全の発症予測に利用できる
可能性があり、過不足のない診療につなげ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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
脂肪酸酸化異常症・カルニチンサイクル異常症は、ミトコンドリア内の脂肪酸β酸化に関与す
る極長鎖アシル-CoA 脱水素酵素(VLCAD)、中鎖アシル-CoA 脱水素酵素(MCAD)、ミトコンドリア三
頭酵素(TFP)、カルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ(CPT)1、CPT2 などの酵素の先天的な
欠損・活性低下によってエネルギー産生障害を生じる疾患群である。脂肪酸は飢餓時に細胞内で
長鎖アシル-CoA となり、ミトコンドリアに輸送され、炭素数に応じた酵素によりβ酸化が行わ
れ、エネルギー産生に利用されている。当該疾患群の重症型(新生児発症型)では感染症罹患や長
時間の飢餓などを契機として、低血糖を生じ、嘔吐、意識障害、痙攣などの急性脳症に類似した
症状を呈する。一旦発症すると死亡率が高く、救命されてもしばしば神経学的後遺症を残すとさ
れ、いわゆる乳幼児突然死症候群(SIDS)の原因疾患としても重要視されている。早期診断により
代謝不全の発症を予防できるため、スクリーニングの効果が最も発揮される疾患であり、新生児
マススクリーニングの一次対象疾患となっている。 
新生児マススクリーニング(濾紙血タンデムマス分析)陽性例は、化学診断ののち酵素活性測
定や遺伝子解析により確定診断がなされている。しかしこの過程には、スクリーニング偽陽性が
多いこと、確定診断に時間を要することなどの問題がある。診断精度を上げるためには、前述の
方法以外に各疾患の代謝機能障害を精度よく評価できる診断法が求められている。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに末梢血単核球を用いた安定同位体標識脂肪酸負荷による脂肪酸酸化能検査
法を開発し、患者検体の分析を行ってきた。この方法では細胞内脂肪酸酸化の流れをアシルカル
ニチンプロファイルとして観察することができ、酵素障害部位を in vitro で評価できる。通常
の酵素活性測定が 1 段階の酵素反応を評価するのに対し、この方法では脂肪酸β酸化の各段階
の酵素反応を評価することができると考えられる。末梢血を用いるため患者負担は少なく、短時
間で正確な評価が得られる。またトレーサー実験であり、細胞内の代謝機能を評価する点で非常
に有効と言える。本研究の目的は、患者検体の分析をもとに各疾患の診断指標を設定し、重症度
評価に応用できるかどうかを明らかにすることである。 
また、MCAD 欠損症では、アシルカルニチン分析で C8(炭素数 8)アシルカルニチンが蓄積して
ACADM 遺伝子変異も確認できるものの、C8-アシル-CoA を基質とした酵素活性が正常レベルを示
す一群がすでに確認されている。「軽症例」と推測されるこれらの群について、過去に行った本
検査結果を解析し、低活性例との中鎖脂肪酸代謝能の違いを確認する。蓄積した C6-C10 アシル
-CoA からはアシルカルニチンのみならずアシルグリシンが生成され、本症では尿中ヘキサノイ
ルグリシン排泄増多を診断補助所見とすることがある。我々はこれまでに、LC-MS/MS(液体クロ
マトグラフィタンデム質量分析法計)を用いた血中アシルグリシン分析法の開発に成功している。
前述の脂肪酸酸化能のみならず、LC-MS/MS による血中アシルグリシンのプロファイルを明らか
にすることにより、アシルカルニチンプロファイルと組み合わせ、代謝障害の実態をより詳細に
解明する。このように代謝物分析による化学診断の結果と酵素活性の測定結果との解離は、他の
脂肪酸酸化異常症においても多数経験しており、患者の見逃しや重症度判定の誤りにつながっ
ている。本研究では、末梢血単核球を用いて本疾患群における脂肪酸酸化能の障害部位を高感度
に分析してその病態を解明し、診断精度の向上に応用することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)対象 
新生児マススクリーニングで陽性となり、従来の酵素活性測定または遺伝子診断で本疾患群
患者と診断された患者 
(2)末梢血単核球を用いた脂肪酸酸化能検査 
1. 全血検体より比重遠心法を用いて単核球を分離する。 
2. 分離した単核球層を、L-カルニチンを添加した PBS に浮遊する。  
3. 重水素標識パルミチン酸を 2に添加し培養する(トレーサー実験)。 
4. 培養後の細胞を破砕し、細胞内のアシルカルニチンプロファイルをタンデムマス法にて分析
する。 
(3)酵素活性測定と原因遺伝子変異の同定 
1. 酵素活性測定:CPT2 欠損症、VLCAD 欠損症、MCAD 欠損症において、リンパ球破砕液と C16 ア
シル-CoA/C8 アシル-CoA・人工電子受容体を反応させ、HPLC で C16 アシル-CoA/C16:1 アシル-
CoA/C8:1 アシル-CoA の生成量を定量する。 
2. 遺伝子解析:白血球 からゲノム DNA を抽出し、責任遺伝子の各エクソンを PCR 増幅直接シー
クエンス法で解析する。  
(4)脂肪酸酸化能検査結果と酵素活性、遺伝子変異との関係の解析 
まず過去に実施した本検査の結果を解析する。酵素活性低下で予測されるアシルカルニチン
代謝産物よりも短い炭素鎖のアシルカルニチン代謝物の増減を評価し、診断指標を設定する。ま
た、本検査・酵素活性・遺伝子解析結果の関連性を検討する。並行して上記の方法で新規患者の



分析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 2008-2017 年に実施した本検査の解析結果 
(1)-1  CPT1 欠損症、CPT2 欠損症、VLCAD 欠損症、TFP 欠損症について 
2008-2017 年に、遺伝子解析で診断確定された患者 17 例(CPT1 欠損症 3例、CPT2 欠損症 6例、
VLCAD 欠損症 5例、TFP 欠損症 3例、年齢 0-32 歳、中央値 5歳)に実施した本検査の結果を解析
した。各酵素機能に基づいて、酵素活性を反映すると推定されるアシルカルニチン比を設定し、
診断指標として有用かを検討した。また、β酸化の各段階で産生される d1-アセチル CoA の総量
を評価する指標として d1-C2/d31-C16 比を検討した。なお、CPT1 欠損症では長鎖脂肪酸からの
アシルカルニチン生成が行われないため CPT1 欠損と細胞生存率低下を区別できない。このため
細胞生存率の確認のため、CPT1 を介さずに細胞内に取り込まれる重水素標識オクタン酸(d15-オ
クタン酸)を使用している。 
 CPT1 欠損症では 2 者(d31-ヘキサデカン酸・d15-オクタン酸)負荷時の d7-C4/d31-C16 比を 1
者(d31-ヘキサデカン酸)負荷時の d7-C4/d31-C16 比で除した値を求めると、この比は患者で有
意に高値を示した(図 1)。CPT2 欠損症では d27-C14 から下流のアシルカルニチンが、VLCAD 欠損
症では d23-C12 から下流のアシルカルニチンが低下した。これを反映し CPT2 欠損症では d27-
C14/d31-C16 比が低下し、VLCAD 欠損症では d27-C14/d31-C16 比は上昇し、d23-C12/d27-C14 比
は低下した(図 2)。d23-C12/d31-C16 比は CPT-2 欠損症と VLCAD 欠損症では低下したが、TFP 欠
損症では低下しなかった(図 2)。TFP 欠損症では d29-C16-OH の蓄積を反映し、d29-C16-OH/d31-
C16 比が上昇した。同比は CPT-2 欠損症、VLCAD 欠損症、健常対照間で差は見られなかった(図
3)。d1-C2/d31-C16 比は CPT2 欠損症、VLCAD 欠損症、TFP 欠損症患者のすべてで低下した(図 4)。 
この解析で上記 4疾患の診断指標を設定することができた(Disease Markers, 2019 など)。 

図 1 CPT１欠損症における診断指標比 

図 2 CPT2 欠損症・VLCAD 欠損症・TFP 欠損症における診断指標比 
 
 
 
 
 



 
図 3 TFP 欠損症における診断指標比     図 4 β酸化能指標の比較 
 

 (1)-2 MCAD 欠損症について 
まず 2017 年に MCAD 欠損症患者 10 例に実施した本検査結果を解析した。アシルカルニチン分
析で C8(炭素数 8)アシルカルニチンが蓄積して ACADM 遺伝子変異も確認できるものの、C8-アシ
ル-CoA を基質とした酵素活性が正常レベルを示す症例 8 例と、低活性例 2 例について、中鎖脂
肪酸の代謝機能を評価できると考えられる d7-C4/d11-C6 比、d11-C6/d15-C8 比、d7-C4/d15-C8
比を比較検討した。低活性例が 3つの比すべてが著明に低下しているのに対し、活性が保たれる
例は d7-C4/d11-C6 比、d7-C4/d15-C8 比で正常対照より低下するものの分布は幅広く、d11-
C6/d15-C8 比については正常対照とのオーバーラップが見られた(図 5)。 
この解析で本疾患の診断指標を設定することができ、「軽症例」と予想される一群は C8 から
C6 への反応はある程度保たれるものの、C6 から C4 への反応が低下していることが示唆された
(SSIEM, 2018 など)。 

 
(2) 2018-2020 年度に新たに実施した本検査件数の概要 
本研究期間 3年間に新規に検査を実施し、上記の成果を踏まえて解析した。検査件数は表 1の
通りである。なお、このうち 2020 年の VLCAD 欠損症 20 例は本研究とは別に新しい標識脂肪酸
を用いた検討をメインに行っており(表 1のカッコ内の件数)、今回の解析からは省いた。本検査
の他、末梢血リンパ球を用いた酵素活性測定、遺伝子解析をすべて実施できた症例は CPT1 欠損
症 0例、CPT2 欠損症 9例、VLCAD 欠損症 4例、MCAD 欠損症 4例であった。 



(2)-1 CPT2 欠損症の解析 
3 検査を実施し得た 9例のうち、3例は全ての検査で罹患者と診断された。残り 6例は本検査
が遺伝子解析結果を支持し、酵素活性結果と解離した(表 2)。本検査で罹患者と診断した 9例の
うち、少なくとも 2 歳まで臨床経過を確認できたのは 6 例(発症例 4 例、未発症例 2 例)であっ
た。酸化能指標 dC2/dC16 は発症例 0.30-1.64、未発症例 0.07, 0.26 とむしろ発症例で高い(正
常に近い)結果であった。 
本疾患に関しては、酵素活性よりも本検査の診断精度が上回る可能性があるが、発作の発症予
測に利用できる可能性は低いかもしれない。 
 
(2)-2 VLCAD 欠損症の解析 
 3 検査を実施し得た 4例のうち、1例は全ての検査で罹患者と診断された。残り 3例のうち、
2 例は本検査が、1 例は酵素活性が遺伝子解析結果を支持した(表 3)。この結果(本検査偽陽性)
を受け、より代謝過程を詳細に観察して正確な診断に活かすために、飽和脂肪酸だけでなく不飽
和脂肪酸を負荷する新しい検査法を開発中である。 

 
 
 
 

 
(2)-2 MCAD 欠損症の解析 
 3 検査を実施し得た 4例とも、全ての検査で罹患者と診断された。 
  上記(1)-2 と今回の 4例をあわせ、計 14例(いずれも遺伝子解析で確定)を解析した。C8アシ
ル CoA を基質とする MCAD 酵素活性と、C8 から C6 への代謝を評価する d11-C6/d15-C8 比は相関
傾向がみられた(図 6)。しかし同活性と、総合的な中鎖脂肪酸酸化能を示すと推測される d7-
C4/d15-C8 比は相関しなかった(図 6)。前述のように酵素活性測定が 1段階の酵素反応を評価す
るのに対し、この方法では脂肪酸β酸化の各段階の酵素反応を総合的に評価することができる
ため、より臨床的重症度を反映すると推測される。 
今回解析した過去の 10 例、新規の 4 例について、十分な臨床経過を収集できなかったこと、
スクリーニング陽性例が多く患者がまだ低年齢であることから、発作予測の評価には至らなか
った。今後検討を続けていく予定である。 

 
(3) アシルグリシンの検討 
MCAD 欠損症について上記の結果を得たため、アシルグリシンについての検討は優先されない
と判断し、本検討は行わなかった。 
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