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研究成果の概要（和文）：　ベザフィブラート（BEZ）は脂肪酸代謝異常症への有効性が報告されているが、新生児期
に発症する重症型には無効と考えられてきた。本研究ではグルタル酸血症2型の患者由来の皮膚線維芽細胞を用いたin 
vitro probe assayでBEZの有効性を評価した。
　結果は、合併奇形をもち出生直後から心不全を呈する患者には低濃度BEZは無効であった。高濃度BEZの有効性は本研
究法では判定できなかった。一方、それ以外の重症度では、低濃度BEZでも有効であった。
　合併奇形がなく、新生児期に心不全などの重篤な症状を呈さない症例には、新生児発症の重症型GA2であってもBEZは
臨床的に有効かもしれない。

研究成果の概要（英文）：Bezafibrate (BEZ) was reported as a drug for mild form of fatty acid oxidation 
disorders, but was considered not effective for severe (neonatal-onset) form. In this study, we 
investigated the efficacy of BEZ for fibroblasts derived from various form of glutaric acidemia type 2 
(GA2) using in vitro probe (IVP) assay.
 Low-dose BEZ was not effective for severest form of GA2 in which polycystic kidney, Potter's face, and 
severe cardiomyopathy was seen soon after birth. By contrast, low-dose BEZ was effective for 
neonatal-onset form without anomaly and cardiomyopathy. Moreover, good response to low-dose BEZ was 
observed in milder form which is onset after infancy. By the way, high-dose BEZ can not be evaluated 
using IVP assay due to precision of analysis
 BEZ may be clinically effective even for neonatal-onset form of GA2 if the patient has no anomaly and 
cardiomyopathy.

研究分野： 先天代謝異常症
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１．研究開始当初の背景 
(1) グルタル酸血症 2型（GA2)は、ミトコン
ドリアβ酸化異常症（FAOD）のひとつで、電
子伝達フラビン蛋白（ETF）または ETF 脱水
素酵素の先天的欠損により、飢餓時や発熱、
嘔吐・下痢などの際にエネルギー不足に陥り
重篤な低血糖や脳症、時に突然死などを呈す
る先天代謝異常症である。本邦では 30 万出
生に 1人の発見頻度と言われ、非常に稀な疾
患ではあるが、根本的な治療がなく、対症療
法や生活指導が中心となる。新生児発症型
（重症型）と遅発型（軽症型）に分類され、
重症型は致死的で集中治療を行っても救命
すら難しい 1）。 
 
(2) 近年、高脂血症薬の治療薬であるベザフ
ィブラート（BEZ)が種々の軽症型 FAOD に対
して有効と報告された 2）。これは活性がわず
かに残った酵素の発現をBEZが増やすことで
β酸化能を改善させると考えられている。し
たがって、もともと酵素活性が全くない重症
型 FAOD に対しては、発現を増やしても無効
と考えられてきた。そのため、BEZ の適応拡
大の治験においても、重症型 FAOD は対象外
であった。 
 
(3) 一方で、FAOD の 1つである GA2 に対して
はBEZの有効性を評価した研究報告はほとん
どなく、重症型 GA2 に対する有効性も分かっ
ていない。 
 
 
２．研究の目的 
(1) GA2 は複数のβ酸化に関わる酵素が障
害される疾患で、単一酵素が障害される他
の FAOD に比べると特殊な病態である。BEZ
は多数のβ酸化系酵素を誘導させると考え
られており、重症型 GA2 であっても効果が
期待出来る可能性がある。本研究の主たる
目的は、GA2 患者の皮膚線維芽細胞を用いて、
BEZ の有効性を評価することである。 
 
(2) GA2 に対する BEZ の有効性は in vitro 
probe assay(IVPアッセイ)と呼ばれる特殊な
酵素診断法を主に用いる。また、BEZ が有効
な症例の臨床的特徴を明らかとする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) IVP アッセイによる脂肪酸代謝能の評価 
IVP アッセイとはグルコースが添加されて
いない特殊な環境下で皮膚線維芽細胞を培
養し、基質として添加した脂肪酸がどの程度
代謝されたのか、タンデムマス分析計を用い
て評価する方法である 3)。本研究では炭素数
16 の脂肪酸（パルミチン酸）を基質として添
加し、パルミチン酸に対応するパルミトイル
カルニチン（C16）が減少し、エネルギー源
であるアセチルカルニチン（C2）が増えれば、
BEZ が有効と判断した。 

本研究では様々な重症度の GA2 患者から採
取した皮膚線維芽細胞を対象とした。重症度
は合併奇形をもつ新生児発症(胎児型)、合併
奇形のない新生児発症型(新生児型)、乳幼児
期発症型（中間型）、筋症状を主体とした思
春期～成人期発症型（筋型）の 4つに分類し
た。 
IVP アッセイを応用して、BEZ を 0-800μM
の濃度で添加し、96 時間培養後の C16 の変化
から、BEZ の有効性を評価した。 
 
(2)MTTアッセイによるBEZの細胞毒性の評価 
 MTT は生細胞に添加すると色素が変わる物
質である。MTT アッセイは、MTT を加えた細
胞溶液の吸光度の変化から細胞の生存能力
を評価する方法である。GA2 以外にも種々の
脂肪酸代謝異常症患者由来の皮膚線維芽細
胞に様々な濃度の BEZ を添加し、96 時間後の
細胞生存能力を評価した。 
 
(3) BEZ の有効性と臨床的特徴 
 IVP アッセイで BEZ が有効と判定した患者
の臨床的な特徴を後方視的に検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) IVP アッセイによる脂肪酸代謝能の評価 
 様々な重症度の GA2 患者由来の皮膚線維芽
細胞に BEZを加えて IVPアッセイによる脂肪
酸代謝能の変化を評価した所、以下の結果を
得た。 

 

 
図 1-A に示す通り、胎児型では低濃度（100

μM）BEZ では C16 の低下はなかったが、高濃
度（800μM）BEZ では C16 は有意に低下した。
一見すると最重症の胎児型GA2に対して高濃
度 BEZ は有効ではないか、と考えられたが、
エネルギー産生を示すC2は上昇していない。
したがって、高濃度 BEZ が脂肪酸代謝を改善
させ、エネルギー産生が増加したとは考えに
くい。他の重症度でも高濃度 BEZ では C16、
C2 以外のアシルカルニチンも低下しており、
高濃度BEZはアシルカルニチンの生成を抑制
している可能性がある。また、脂肪酸代謝能
が改善したのであれば、IVP アッセイの結果
が BEZ の添加によって、より軽症のプロファ
イルに変遷すると考えられるが、そのような
変化は認められなかった。以上のことから、



胎児型 GA2には高濃度 BEZであっても無効で
ある可能性が高いが、IVP アッセイでは評価
が難しいと考えられた。高濃度 BEZ に対する
反応性の評価には、IVP アッセイ以外の分析
方法が必要であることが分かった。 
一方で、胎児型以外の重症度、つまり新生

児型、中間型、筋型では低濃度 BEZ の投与に
よって著明に C16 が低下し、胎児型とは違う
反応が得られた。しかし、高濃度 BEZ は胎児
型と同様に全体的なアシルカルニチンの低
下が認められた。 
各病型を詳細に見ていくと、図 1-B に示す

通り、新生児型では低濃度 BEZ によって著明
な C16 の低下ならびに C2 の上昇が認められ
た。つまり、新生児期に発症する GA2 であっ
ても、合併奇形がない場合は BEZ が有効であ
る可能性が高いと推測された。 
中間型は図 1-C の通り、低濃度 BEZ によっ

て著明に C16 は低下したが、他の C10 や C8
といったアシルカルニチンはあまり低下し
なかった。しかし、見かけ上はわずかではあ
るが、有意に C2 が上昇しており、低濃度 BEZ
は中間型にも有用であると考えられた。 
筋型は BEZ投与前の IVPアッセイのプロフ

ァイルが健常者と類似しており、元々C16 の
蓄積はわずかである。そのため、BEZ 投与後
の C16 の変化は一見すると分かりにくい（図
1-D）。しかし、低濃度 BEZ によって統計学的
には C16 は有意に低下していた。 
以上の IVP アッセイ結果をまとめると、新

生児期に合併奇形のある胎児型以外は低濃
度 BEZ に反応があり、脂肪酸代謝能が改善し
たことが分かった。しかし、筋型の評価や高
濃度 BEZの評価は IVPアッセイでは分かりに
くいことも判明した。 
 
(2)MTTアッセイによるBEZの細胞毒性の評価 

 

図 2 MTT アッセイによる BEZ の細胞毒性 
 
 0～3000μMまで BEZ 濃度を変化させ、種々
の脂肪酸代謝異常症患者由来の皮膚線維芽
細胞の生存能力を評価した。上図に示す通り、
今回高濃度と設定した 800μM 近くの濃度で
も GA2 患者由来の細胞の生存活性は 90%以上
あり、生存能力は障害されなかった。本研究
の IVP アッセイで用いた BEZ 濃度は 0～800
μM であり、この濃度内であれば、患者由来
の皮膚線維芽細胞の生存能力を障害するこ
となく in vitro の実験が行えるということ
である。逆に言えば、800μM以上の BEZ 濃度
は強い細胞毒性を示すことも明らかになっ
た。 
 また、TFP（ミトコンドリア三頭酵素）欠

損症や CACT（カルニチン・アシルカルニチン
トランスポーター）欠損症といった GA2 以外
の脂肪酸代謝異常症では、1500μM という異
常高濃度でも細胞の生存能力は維持された
が、他の疾患では GA2 と同様に 1500μM以上
の BEZ 濃度では強い細胞傷害を示した。 
 
(3) BEZ の有効性と臨床的特徴 
 胎児型 3 例、新生児型 3 例、中間型 4 例、
筋型 2 例を評価したが、IVP アッセイ上は胎
児型 3例を除いて、いずれも BEZ に良好な反
応性を呈した。 
 BEZ が無効な胎児型 3 例については、いず
れも多嚢胞腎やポッター顔貌といった合併
奇形があり、出生直後から心不全や呼吸障害
が見られ、全例生後1ヶ月以内で亡くなった。
一方、BEZ が有効な新生児型はいずれも合併
奇形はなく、出生直後（生後 1日以内）に発
症したものの、心不全や呼吸障害などの重篤
な症状は認められなかった。いずれも急性期
治療（輸液など）によって一旦、新生児期の
代謝不全状態を脱しているが、1 例は生後 2
ヶ月時に突然死を、2例は胃腸炎や RS ウイル
スなどの感染症罹患を契機に人工呼吸器管
理となり、徐々に心不全や呼吸不全が進行し、
それぞれ 1 歳、2 歳で亡くった。つまり、新
生児期に発症する GA2 であっても、合併奇形
がなく、急性期の代謝不全状態を乗り越えら
れる症例についてはBEZが有効である可能性
が示された。 
 中間型は乳児期以降に発症した症例であ
る。4 例のうち 2 例は兄弟例で、弟は出生前
診断され厳重に管理されていたが、兄弟とも
に徐々に代謝不全が進行し、3 歳で亡くなっ
た。残りの 2例は、兄の突然死を契機に乳児
期に GA2と診断された 1例と新生児マススク
リーニングによって未発症で診断された1例
である。いずれも軽度の筋力障害や軽い代謝
性発作はあったが、現在も存命である。筋型
は思春期以降に筋症状として発症するもの
で、今回の 2例は発作的に筋肉痛や筋力低下
を認めるが、知的には問題ない。中間型、筋
型のいずれもIVPアッセイでは有効例と判定
された。 
 遺伝子異常については、日本人 GA2 には
common mutation がなく、特定の遺伝子変異
とBEZの有効性との関連性は評価出来なかっ
た。 
 上記を総合的に考えると、出生直後から発
症する新生児発症型のうち、多発奇形や心不
全などの重篤な合併症のない症例にはBEZを
試してみる価値があると考えられる。また、
乳児期早期に発症し、時に死亡してしまうよ
うな重篤な症例であっても、BEZ は有効かも
しれない。従って、兄弟が亡くなったから、
とか新生児期に発症したから、という理由で
BEZ 治療を諦めるべきではない。 
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