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研究成果の概要（和文）：本研究は、ペルオキシソーム病の副腎白質ジストロフィーで、病態の解明と診断マー
カーへの応用を目指して、病態に応じて変動する脂質分子種を探索する事を目的とした。そのために質量分析計
を用いた解析系の構築に取り組み、リン脂質のスフィンゴミエリン、アシルCoA、糖脂質全般の網羅的解析に対
する測定系を構築した。本疾患の原因遺伝子ABCD1を欠損したマウスの脳に対してリン脂質の測定系を適用した
ところ、数十種の極長鎖脂肪酸を含む分子種が増加しており、それらの構造も明らかにした。さらにABCD1を欠
損した培養細胞の樹立にも成功し、これらのリン脂質の合成酵素の探索を開始することができた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify novel lipid molecules whose amounts 
vary to reflect the status of peroxisomal disease and apply them as a biomarker. We established 
analysis methods for sphingomyelin and acyl-CoA, as well as a method for comprehensive analysis of 
glycosphingolipids using mass spectrometry. We analyzed phospholipids from the brain of 
ABCD1-knockout mice and found an increase in several numbers of species containing very long chain 
fatty acids. We then determined the molecules’ structures. In addition, we have established an 
ABCD1-knockout cell line. We have started the identification of a responsive enzyme for the 
synthesis of phospholipid species containing very long chain fatty acids.
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１．研究開始当初の背景 
細胞小器官であるペルオキシソームは、活性
酸素の分解系に加えて極長鎖脂肪酸のβ酸
化やビニールエーテルリン脂質合成など特
徴のある代謝系を有している。ペルオキシソ
ームに関連するヒトの主な遺伝性疾患とし
ては、ABCD1 遺伝子の変異による副腎白質
ジストロフィー(ALD)が知られている。各臓
器や血液のリン脂質や中性脂質に結合して
いた極長鎖脂肪酸を加水分解して測定した
C26:0/C22:0 の比の上昇が診断基準として用
いられている。本疾患の主症状は少年期や成
人になっての脳神経系の脱髄変性である。発
症時期が予測不能であるためリスクの高い
骨髄移植の適用を判断するためにも発症の
診断マーカーが必要である。 
 
２．研究の目的 
微量な患者血液サンプルを用いて 1000 を越
えるリン脂質と中性脂質の個々の分子種を
対象とする網羅的な定量解析系の構築し、発
症に対する診断マーカーという新たな診断
基準へ展開することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)解析系の構築は、リン脂質、リゾリン脂
質、糖脂質、アシル CoA、中性脂質を主な対
象とした。脂質定量解析は選択性と感度に優
れる MRM 解析を網羅的に行う。次にプロダ
クトイオンパターンを EPI 解析し構造を推
定する。必要に応じて、LC-MS/MS/MS を用
いたより詳細な解析系を構築する。 
(2)リピドミクス解析については、まずノッ
クアウト(KO)マウスの脳を用いて定量解析
を行い、その結果に基づく構造解析を行う。
次に ALD 患者血液サンプルについても解析
する。 
(3)ターゲット分子の代謝解析については、
各種ヒト細胞を検討した結果、HeLa 細胞を
ベースとして ABCD1 の欠損細胞を樹立した。 
(4)ALD 発症前診断マーカーの探索に関して
は、患者サンプルの結果を用いて発症と関連
する分子種を特定する。 
 
４．研究成果 
(1)解析系の構築は、リン脂質、リゾリン脂
質、アシル CoA、糖脂質について定量解析系
を構築した。特に、スフィンゴミエリンの構
造解析については、これまで全体の分子量と
MS/MS 測定により疎水基のうちのスフィン
ゴシン塩基を測定し、その差から脂肪酸部分
を推定する事が一般的であり、脂肪酸そのも
のの測定は行われていなかった。そこで
MS/MS/MS を用いて脂肪酸そのもののシグ
ナルについて測定する解析系を構築した（投
稿中）。糖脂質に関しては高速液体クロマト
グラフィーの新規分離系を開発し、質量分析
計の条件検討では従来用いられているネガ
ティブイオンモードに加え、ポシティブイオ
ンモードの測定を併用する事の有用性を示

した（学会発表）。アシル CoA の測定系では、
溶離液の pH が非常に重要である事を明らか
にした（未発表）。 
(2)リピドミクス解析については、ABCD1 ノ
ックアウト(KO)マウスと正常マウス各６例
の脳を用いて、各リン脂質クラスについて定
量解析を行った。その結果、約 500 のシグナ
ルのうち、KO マウスで選択的に増加してい
るシグナル数十個が検出され、主に極長鎖脂
肪酸を含むホスファチジルコリンとホスフ
ァチジルエタノールアミン、スフィンゴミエ
リン分子種であった。一方十数個の減少して
いるシグナルも検出され、主にホスファチジ
ルセリンやホスファチジルイノシトールの
分子種であった（投稿準備中）。患者サンプ
ルに関しては、期間内には予備的な解析を実
施するにとどまった（学会発表）。 
(3)ターゲット分子の代謝解析については、
HeLa細胞をベースとしてABCD1の欠損細胞
株を樹立した。本細胞株では、極長鎖脂肪酸
含有リン脂質が増加していた。その合成酵素
の SiRNA 法を用いたスクリーニングを開始
した。 
(4)ALD 発症前診断マーカーの探索に関して
は、患者サンプルを用いた解析が予備的な実
施にとどまったため、今後の更なる検討が必
要である。 
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