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研究成果の概要（和文）：ケトン体代謝異常症の研究において本研究では、既に患者のいるHMGCS2欠損症、
HMGCL欠損症、まだ症例のない3HBD、MCT1欠損症の原因酵素の野生型および変異型cDNAの発現実験系の確立を試
みた。HMGCS2の発現系では最初ヒト由来細胞系での発現では十分な発現が得られなかった。そこで大腸菌での蛋
白発現系に変更し、日本人に同定された４種の変異HMGCS2の活性が著しく低下していることを明らかにすること
ができた。3HBDのアッセイ系では3HBDノックアウトマウスの胎仔線維芽細胞を用いた系を確立できた。MCT1, 
HMGCLについてもマウス胎仔線維芽細胞を用いてノックアウト細胞を構築中である。

研究成果の概要（英文）：I have been studying inborn errors of ketone body metabolism. In this study,
 we tried to establish expression systems of wild-type and mutant cDNAs for HMGCS2 deficiency and 
HMGCL deficiency of which patients have already been identified in Japan, MCT1 deficiency of which 
patients have not been identified yet in Japan, and 3HBD deficiency of which patients have never 
identified in the world. In case of HMGCS2 expression, we failed to get enough expression level for 
characterization, but we then successfully showed that 4 HMGCS2 mutants reduced enzyme activities 
significantly using bacterial expression system. In case of 3HBD expression, we established 
expression system using fetal fibroblast cell line from 3hBDH knock-out mice. We are now trying to 
establish knock-out cell lines of MCT1 or HMGCL from wild-type fetal fibroblasts.

研究分野： 小児科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HMG-CoA合成酵素欠損症の変異タンパクの発現系の確立をできたことで、日本の症例の確定診断ができ、日本に
本症が存在することを論文として報告が可能となった。また日本で症例が同定されていないMCT１欠損症、世界
でまだ欠損症の報告がない３HBD欠損症における変異タンパクの評価をできるようにしておくことは今後の迅速
な確定診断において重要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまで申請者らはケトン体代謝異常症の研究を行ってきて、１）βケトチオラーゼ（T2）欠
損症においては世界で 100 例以上の酵素診断、遺伝子診断を行った．２）サクシニル-CoA:3-
ケト酸 CoA トランスフェラーぜ（SCOT）欠損症については、日本で最初の症例を診断し、こ
れまでに世界で 20 例を越える症例を酵素診断、遺伝子診断してきた．これら２疾患について
は世界の診断センターの１つとなっている．３）HMG-CoA リアーゼ（HMGCL）欠損症につ
いても現在日本の症例の遺伝子診断のセンターとなっており、稀な疾患であるが最近の２例を
遺伝子診断している．４）HMG-CoA 合成酵素（HMGCS2）欠損症は世界でも 20 例も報告の
ない疾患であるが、最近日本で初めて３例を診断することが出来た．現在ケトン体代謝異常症
を疑われる症例に対して、脂肪酸ケトン体代謝遺伝子パネルを用いて 54 遺伝子の解析を行っ
ている．2014 年に世界ではじめて報告されたモノカルボン酸トランスポーター１(MCT1)欠損
症、まだ世界で報告のない３-ヒドロキシ酪酸脱水素酵素(3HBD)欠損症、アセトアセチル-CoA
合成酵素（AACS）欠損症についても、今後日本でも疑われる症例が出てくると考えられる． 
 
２．研究の目的 
本研究では、既に患者遺伝子変異を同定している HMGCS2 欠損症、HMGCL 欠損症，まだ症
例のない 3HBD 欠損症、MCT1 欠損症、AACS 欠損症の原因酵素の野生型および変異型 cDNA
の発現実験系を確立し、これまで同定した変異について評価、発表することと，新たな疾患が
発見されたときにいち早く解析出来る様準備しておくことを目的とする． 
 
３．研究の方法 
5 つの酵素の発現実験系は同様の方法で構築可能と考える．早期ナンセンス変異をもつなど酵
素欠損線維芽細胞がある場合、その SV40-transformed cell line を作成し、ベースとなる活性
の低い発現系を作成する．欠損細胞がないものは CRISPR-Cas9 の系でノックアウトして用いる． 
発現ベクターとしては基本的には pCAGGS を用いることで，トランスフェクション試薬
Lipofectamine2000 で効率よく導入を行う．発現実験は温度を変えて発現させることで，蛋白
の不安定性などの評価も出来るようにする．当初の実験計画は上記であったが、十分な発現が
えられず、一部大腸菌での発現系に変更した。 
 
４．研究成果 
HMGCS2 の発現系の構築：もっとも症例の蓄積があり、患者に認められた遺伝子変異の評価のた
めの発現系の構築が最優先であった。最初ヒト細胞培養系での発現ベクターを作成し、SV40 化
ヒト線維芽細胞、HeLa 細胞、HepG2 細胞系でのリポフェクタミン、ヌクレオフェクション法を
用いた一過性発現を組み合わせて実施したが、Wild-type の発現ベクターを用いても十分な発
現が得られなかった。また Lascelles and Quant の報告した HMGCS2 活性測定法（Clin Chim 
Acta260:85-97）についても、マウス肝臓ホモジネート、HepG2 細胞などを用いて検討したが、
活性測定はうまく行うことができなかった。このため、大きく方針を転換し、大腸菌での蛋白
発現、酵素精製系に変更した。これによって大腸菌用の GST 融合発現ベクターを構築し、大腸
菌での発現、GST カラム精製を行なって半精製した。Wild-type の半精製 HMGCS2 を用いての酵
素アッセイで十分な活性を検出でき、日本人に同定された V253A, M235T, R500C, S392L 変異
HMGCS2 のそれぞれ精製を行い、その活性が著しく低下していることを明らかにすることができ
た。また G219E 変異は可溶性に乏しく精製が困難であることがわかった。この内容は今年の
Society for the Study of Inborn Errors of Metabolism の年会（ロッテルダム）で発表し、
論文化することになっている。 
3HBD のアッセイ系の構築およびそのほかの系の確立について：最初はヒト SV40-transformed 
fibroblasts で CRISPR-Cas9 系でのノックアウト細胞を作成しようと試みたが、ノックアウト
細胞のスクリーニングのためのマーカーとしてなかなかイムのブロットでの検出が難しく難航
した。そのため方針を変更し解析を進めていた 3HBD のノックアウトマウスの fetal 
fibroblasts を確立する方針とした。そして樹立に成功した。アッセイ系は非常に単純であり
酵素活性のアッセイはこの細胞を用いて行うことが可能である。MCT1, HMGCL についても最初
ヒトSV40-transformed fibroblastsで CRISPR-Cas9系でのノックアウト細胞を作成しようと試
み、いくつかのクローンについて解析を試みたが欠損細胞を得られず、現在 Wild-type のマウ
ス fetal fibroblasts を用いて CRISPR-Cas9 系でのノックアウト細胞を構築中である。これは
同じ細胞系で欠損細胞を樹立することが結果を比較する上で重要であるためである。なお AACS
については既に共同研究者が発現系を確立しており今回の研究からは除外した。 
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