
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５２０１

挑戦的萌芽研究

2014～2012

培養細胞とタンデムマスとを用いた小児感染毒素等によるβ酸化障害評価法の開発

Development of a method to evaluate the fatty acid oxidation impairment by 
infection using cultured cells and tandem mass spectrometry, in children

６０１４４０４４研究者番号：

山口　清次（Seiji, Yamaguchi）

島根大学・医学部・教授

研究期間：

２４６５９４９８

平成 年 月 日現在２７   ６   ８

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：　小児急性脳症の機序として、細菌毒素、使用される薬剤、高温環境などによる脂肪酸β酸
化障害の関与の可能性を検討した。方法は、培養細胞とタンデムマスを用いるin vitro probe (IVP) assay によるβ
酸化能評価法を応用した。
　その結果、食中毒菌であるセレウス菌の毒素セレウリド、高温環境（41℃）あるいは解熱剤のアスピリンとジクロフ
ェナクは脂肪酸酸化を障害する可能性が示された。解熱剤の中でもアセトアミノフェンは安全なことが推測された。小
児の感染時に一部の細菌毒素、解熱剤、あるいは高熱環境は急性脳症発症のリスクがある。これらの研究成果はより安
全な小児診療に役立つ。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of acute encephalopathy in young children is often unknown in many 
cases. Onset of acute encephalopathy is not infrequently similar to that of congenital fatty acid 
oxidation (FAO) disorders. Influence of bacterial toxins, antipyretic drugs, or heat stress by 
hyperpyrexia on FAO was determined by in vitro probe (IVP) assay using cultured fibroblasts, and tandem 
mass spectrometry, changing the circumstance of cell culture.
The results were as follows: (i) cereulide, a toxin of Bacillus cereus, which occasionally causes acute 
encephalopathy in infants, disturbed FAO; (ii) heat stress possibly causes exacerbation of FAO in 
long-chain FAO disorders; (iii) antipyretics, salicylate (metabolites of Aspirin), and Diclofenac 
disturbed FAO in normal control cells, while acetaminophen did not. These findings may be consistent with 
clinical observation. The above findings will be of help for prevention of acute encephalopathy in 
children with infectious disease and/or hyperpyrexia.

研究分野： 小児科学、先天代謝異常
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１． 研究開始当初の背景 
 
 小児では感染等を契機に急性脳症を起こ
す症例に遭遇することは少なくない。例えば、
インフルエンザ脳症や食中毒などにともな
う急性脳症などである。この機序の病態は十
分に解明されていない。一方、先天性脂肪酸
β 酸化異常症は、安定している時は無症状に
みえても感染などを機に急性脳症様の症状
で発症することが多く、この点で類似点があ
る。感染時の何らかの毒素等が β酸化を阻害
する結果として、急性脳症が引き起こされる
という仮説を立てた。この仮説が正しければ、
急性脳症発症の予防策や治療法の確立に有
用である。 
 
２．研究の目的 
 
 培養皮膚線維芽細胞を用いて、細菌毒素、
感染時のサイトカイン、あるいは高熱等の環
境による負荷をかけて、β 酸化系への影響を
in vitro で調べる。そして β酸化障害という
代謝異常の面から急性脳症の機序を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 

 
培養細胞とタンデムマス法を組み合わせ

て β 酸化能を評価する方法（in vitro probe 
assay、以下 IVP assay）を応用し、培養液
に感染毒素、サイトカイン類、あるいは高温
などといった環境への負荷をかけて、β 酸化
能への影響を調べた。 

 
(1) In vitro probe (IVP) assay 
 ヒト皮膚線維芽細胞を用いた。遊離脂肪酸
フリー、ブドウ糖低濃度、カルニチン過剰に
調整した特殊な培養液に、パルミチン酸を添
加して、96 時間培養した。培養液の上清を取
りタンデムマス法によってアシルカルニチ
ンを測定した。 
 
(2) 細菌毒素の負荷 
 食中毒を引き起こすセレウス菌の毒素セ
レウリド（名古屋大学細菌学より供与）、ベ
ロ毒素、およびカンピロバクター毒素（以上
2 つは麻布大学より供与）を培養液に添加し
て、IVP assay を行った。 
 
(3) 培養温度環境を高温と低温下で評価 
 正常細胞と長鎖脂肪酸代謝異常症（CPT2
欠損症、TFP 欠損症、およびグルタル酸血症
2 型：GA2）患者由来の細胞を用いて、37℃
の他に 41℃（高温）と 33℃（低温）で IVP 
assay を行った。 
 
(4) 解熱剤の影響 
 感染時に解熱剤を使用されることが多い。
代表的な解熱剤であるアスピリン、ジクロフ
ェナク、およびアセトアミノフェンを培養液

に添加して IVP assay を行った。 
 
(5) ベザフィブラートによる β酸化改善効果 
 β 酸化障害のレスキュー効果を評価するた
めに、ベザフィブラート（BEZ）を β酸化異
常症患者の細胞（VLCAD 欠損症、TFP 欠損
症、CPT2 欠損症、および GA2）の培養液に
添加して IVP assay によって β酸化障害のレ
スキューについて検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 細菌毒素の負荷 
 ①セレウス菌の毒素セレウリド：正常細胞
に負荷したところ、C16 アシルカルニチンの
蓄積が観察された。このことから、セレウリ
ドは長鎖脂肪酸の代謝障害を引き起こすこ
とが推察された。急性 β酸化障害を介して急
性脳症に発展する可能性が高いと結論づけ
づけられた。 
②ベロ毒素、カンピロバクター毒素：病原

大腸菌由来のベロ毒素存在下では、細胞が急
激に減少して β酸化能の評価は困難であった。
ベロ毒素は溶血毒であり、β 酸化障害を介す
るというよりも細胞毒のために脳症様症状
に至ることが推測された。カンピロバクター
毒素の場合細胞が生育できる濃度の範囲内
では、特に β酸化障害の所見は観察されなか
った。 
以上より、セレウリドのような一部の毒素

は β酸化障害を介して急性脳症を引き起こし、
別の細菌毒素による脳症の場合、β 酸化障害
を介さない機序で急性脳症に至るものと思
われる。 

 
(2) 高温と低温環境下で評価 
 37℃の他に 41℃（高温）と 33℃（低温）
の環境で調べたところ、正常細胞では明らか
な変化は見られなかった。しかし、脂肪酸代
謝異常症（CPT2 欠損症、TFP 欠損症、およ
び GA2）患者由来の細胞では、高温下におい
て長鎖脂肪酸の β酸化障害が増悪することが
観察された。一方、低温下では、脂肪酸代謝
異常症の異常所見が緩和した。 
 以上より、体質的に長鎖脂肪酸の β酸化系
の脆弱な体質の場合、発熱時に症状を増悪さ
せる可能性がある。一方低温下では異常が緩
和される可能性が高い。 
 
(3) 解熱剤の影響 
 代表的な解熱剤として、アスピリン、ジク
ロフェナク、およびアセトアミノフェンを調
べた。その結果、アスピリンとジクロフェナ
クでは、β酸化が抑制される所見が得られた。
一方、アセトアミノフェンでは β酸化への影
響は見られなかった。 
アスピリンやジクロフェナクは疫学調査

の結果、急性脳症のリスクがあるため、原則
として小児への投与控えるようリコメンド
されている。一方アセトアミノフェンに関し



ては安全な解熱剤とされている。今回の研究
はこれを支持する結果であり、解熱剤の一部
が β酸化障害を介して急性脳症、ライ症候群
様症状へ発展するリスクがあることを示す。 

 
(4) ベザフィブラートの β酸化改善効果 
 β 酸化異常症の患者細胞を用いて、高脂血
症薬ベザフィブラート（BEZ）による β酸化
障害のレスキュー効果を評価した。その結果、
テストした β酸化異常症患者の細胞（VLCAD 
欠損症、TFP 欠損症、CPT2 欠損症、および
GA2）すべてにおいて、増加していたアシル
カルニチンが正常化する傾向を観察した。 
すなわち、BEZ は β酸化異常を改善させる

効果が期待される。しかし高温下で BEZ を
添加して細胞を培養すると急速に細胞が死
滅する所見が観察された。高温下みられる β
酸化障害を BEZ が改善させるとは言えない
ことも留意すべきである。 
 結論として以下のことが導かれた。①食中
毒菌の一部（セレウス菌など）による β酸化
の障害を介して急性脳症が起こる可能性が
ある。②体質的に β酸化系の脆弱な個体では
発熱時の高温下で β酸化障害がさらに顕在化
し、その結果として急性脳症に発展する可能
性が考えられる。③解熱剤のうちアスピリン
とジクロフェナクは β酸化を阻害する可能性
があり、これらの使用は急性脳症、ライ症候
群の発症に関連する可能性がある。一方疫学
的に安全と考えられているアセトアミノフ
ェンでは β酸化を阻害する所見は得られなか
った。臨床的観察を支持する所見であった。
小児に対して使用する解熱剤の種類に注意
を払う必要がある。④BEZ は β酸化障害を改
善させる薬剤として期待されるが、発熱時に
おける症状増悪に対する安全性については
さらに検討が必要である。 
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