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研究成果の概要（和文）：高脂血症薬の一つであるベザフィブラートという薬剤を、実際に脂肪酸代謝異常症の
患者に投与したところ、明らかな有効性を示さなかった。しかし一部の患者では明らかに臨床症状が改善したた
め、その有効性は否定出来なかった。そこで、本研究ではベザフィブラートの投与前に、その有効性を予測する
方法を検討した。当初はiPS細胞を用いて検討する方針であったが、結果としてin vitro probe assayやfatty 
acid oxidation fluxといった患者由来の培養細胞を用いて脂肪酸代謝能を測定する従来の方法を応用すること
で、ある程度はベザフィブラートの有効性を予測できることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Although bezafibrate has been reported as a hopeful drug for fatty acid 
oxidation disorders (FAOD) in in vitro, a clinical trial showed no obvious efficacy. However, the 
clinical symptom was clearly improved in some patients. Therefore, I thought that its efficacy could
 not be completely denied, and the measurement of fatty acid oxidation capacity might be 
inappropriate. 
In this study, I initially planned to develop and investigate a method for predicting the efficacy 
of bezafibrate using iPS cells. However, as a result, I found that modified conventional methods 
using fibroblasts derived from patients with FAOD, such as in vitro probe assay and fatty acid 
oxidation flux, can partially predict the efficacy of bezafibrate.

研究分野： 先天代謝異常症

キーワード： 脂肪酸代謝異常症　ベザフィブラート　代謝性ミオパチー　in vitro probe assay　脂肪酸代謝能　VLC
AD欠損症　CPT2欠損症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果はベザフィブラートの有効性を患者細胞を用いて予測するだけでなく、他の治療候補薬剤の有効性を
検討することにも応用できる。本研究で発展させた脂肪酸代謝能の測定技術は一度に数～十数種類の薬剤を簡便
に調べることが出来る。つまり、現時点ではベザフィブラートも含めて証明された治療薬のない脂肪酸代謝異常
症への治療薬を探索する際に、患者由来の培養細胞を用いることで、安全に多数の薬剤を網羅的に検討できる。
さらに、脂肪酸代謝異常症だけでなく、ミトコンドリア病といった他の先天代謝異常症の治療薬の有効性を調べ
ることにも応用できると思われる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脂肪酸β 酸化系は炭水化物からのエネルギー供給が低下した時に代替エネルギー供給源とな

る。ミトコンドリア脂肪酸代謝異常症（FAOD)は脂肪酸β酸化系酵素の欠損であり、骨格筋や心
筋のようなエネルギーを多く必要とする臓器が障害される疾患であるが、時に突然死や脳症な
どの重篤な症状も呈する。その多くは新生児タンデムマス・スクリーニングの対象疾患であるが、
生活指導や対症療法が中心で、2020 年現在であっても有効な薬物治療法は確立されていない。 
ベザフィブラートは高脂血症薬であるが、近年、β酸化系酵素の転写を促進し、酵素発現を誘

導することでβ 酸化能を改善させることが知られてきた。申請者らも、患者由来の皮膚線維芽
細胞を飢餓状態で一定時間培養後にβ酸化系の代謝産物であるアシルカルニチンを測定する in 
vitro probe (IVP)アッセイというβ酸化能評価法を用いて、ベザフィブラートの有効性を報告し
た（Yamaguchi S, Yamada K, et al. Mol Genet Metab.2012.）。 
ベザフィブラートはその作用機序から酵素活性がある程度残っている軽症患者にしか効果が

ないと考えられている。そのため投与前に in vitro で反応性を予測することは重要である。しか
し、我々は IVP アッセイで BEZ が有効と判断されたが、実際の臨床効果は得られなかった症
例を経験した（Vatanavicharn N, Yamada K, et al. Brain Dev. 2015）。すなわち、従来の IVP 
アッセイだけでは BEZ の反応性を予測することが困難であり、新たな分析法が必要と考えられ
た。 
 IVP アッセイによるベザフィブラートの反応性と実際の臨床効果とに乖離があるのは、効果
判定を行うときの薬剤濃度や培養液に加える脂肪酸濃度が極端に高い等、実際の生体内とは掛
け離れた培養条件である事も原因と考えられた。しかし、薬剤濃度や脂肪酸を生理的範囲内に近
づけると、IVP アッセイでは感度の問題で微細なβ 酸化能の変化を拾い切れない。更に FAOD
患者で傷害される臓器は肝臓や筋肉・心筋であり、小児患者ではこれらの組織を得ることが困難
なため、皮膚線維芽細胞を対象としていることも IVP アッセイ法の限界であると思われた。 
  
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、患者に実際にベザフィブラートを投与する前に、効果が期待できる患者にだ
け投与するために、患者由来の細胞を用いて（インビトロで）ベザフィブラートの有効性を予測
する方法を開発することである。そこで、研究当初は FAOD 患者由来の iPS 細胞や皮膚繊維芽
細胞を用いた IVP アッセイを改変・応用し、インビトロでの薬剤反応性をより正確に評価でき
る方法を開発することであった。 
 我々は 2015 年当時に、FAOD の 1 つである極長鎖アシル CoA 脱水素酵素（VLCAD）欠損
症患者の iPS 細胞を作成済で、肝臓や筋肉に分化誘導した細胞を用いた分析に着手しつつあっ
た。そのためベザフィブラートや脂肪酸濃度などの培養条件を生理的範囲内に近づけ、β酸化能
を感度よく評価できる測定法を検証できると考えていた。 
 
 
３．研究の方法 
 研究開始当初は、下図のように VLCAD 欠損症患者由来の iPS 細胞の分化誘導や、皮膚線維芽
細胞を用いた IVP アッセイにおける新たな評価項目の検証、培養条件の見直しを行う予定であ
った。 

具体的には、①すでに作成済であった VLCAD 欠損症患者由来の iPS 細胞を使って、心筋細胞や
肝細胞といった FAOD で障害されやすい臓器、器官の分化細胞を作成したり、②IVP アッセイで
基本的に用いられるアシルカルニチン以外のβ酸化能を評価できるバイオマーカーを探索した
り、③細胞の培養条件を生理的範囲内に近づけるための検討を行う予定であった。 
 
 
しかし、研究着手の直前（2015 年 12 月）に「Fatty acid oxidation flux predicts the 

clinical severity of VLCAD deficiency (Diekman E. F. et al. Genetics in Medicine, 2015)
という論文が報告された。その内容は酵素活性よりも Fatty acid oxidation flux（FAO フラッ
クス）の方が VLCAD 欠損症患者の重症度を予測しやすい、と言うものであった。FAO フラックス
とは放射性同位元素（ラジオアイソトープ、RI）を用いた脂肪酸代謝能の測定法であり、技術的
には iPS 細胞などを用いるよりも簡便で安価である。 
元々、本研究でも、FAO フラックス法による薬剤有効性の評価も予定していたこともあり、iPS



細胞を用いた IVP アッセイよりも、患者由来の皮膚線維芽細胞を用いた FAO フラックスでベザ
フィブラートの有効性を評価出来るのではないかと考えて方針を転換した。 
 
FAO フラックスの測定法の概要は以下の通りである。脂肪酸はβ酸化とミトコンドリア呼吸鎖

の反応を経て、最終的に水(H2O)と ATP へと代謝されるが、RI である 3H（三重水素、トリチウム）
でラベルされた脂肪酸からは 3H2O が産生される。患者由来の皮膚線維芽細胞に、RI でラベルさ
れた [9,10-3H] パルミチン酸を添加して培養し、3H2O の信号強度をシンチレーションカウンタ
ー（トリチウムを測定できる機械）で測定することで、脂肪酸がどれほど代謝（水に分解）され
たのかを測る事ができる（Moon A, et al. J Clin Invest. 1987)。 
本研究では、これを応用して以下の方法で FAO フラックスを測定した（1検体につき 3回ずつ

測定＝triplicate での分析）。まず、24ウェルプレートで患者由来の皮膚線維芽細胞（1.0ｘ105

個/ウェル）を 24時間培養する。次いでベザフィブラート（100μM または 800μM）が添加され
た培養液に変更し、更に 72 時間培養する。その後、RI でラベルされたパルミチン酸を含んだ反
応液を加え 2 時間培養する。10%トリクロロ酢酸で反応を停止させ、遠心分離後に上清を 6 価
NaOH でアルカリ化させた後に、陰イオン交換樹脂を通して、水（3H2O）と未反応のパルミチン酸
を分離させる。シンチレーションカウンターで最終生成水中のトリチウム濃度を測定する。健常
者のトリチウム濃度を 100%として、患者由来細胞のトリチウム濃度の比（％）を FAO フラック
スとした。 
 また IVP アッセイは既報の通り行った(Yamada K, et al. Brain Dev. 2017)。概要は以下の
通りで、患者由来の皮膚線維芽細胞を培養プレート（6well）でコンフルエンスになるまで培養
後に、高カルニチン（400μM）、低ブドウ糖（100mg/dL）、高パルミチン酸（100μM）の特殊な培
地にベザフィブラートを添加（0、100、800μM）して 72 時間培養する。培養後に培地の上清を
タンデムマス分析計を用いてアシルカルニチン分析する。疾患ごとに、或いはその重症度によっ
て特徴的な蓄積するアシルカルニチンが異なるが（下図）、ベザフィブラート添加によって蓄積
するアシルカルニチンの減少が見られれば有効と判断する。 

 本研究の対象としてグルタル酸血症 2型（GA2）の軽症型と重症型患者由来の皮膚線維芽細胞
を用いた。GA2 はおよそ 30 万出生に 1 人の頻度で生じる常染色体劣性遺伝性の FAOD の一つで、
IVP アッセイでは、上記のように軽症型と重症型でそのアシルカルニチンプロファイルが大きく
異なる（軽症型では C4～C16 が中等度に上昇するのに対し、重症型では C16 だけが上昇する）。
これまでの研究で、GA2 に対するベザフィブラートの有効性を研究しており、多数の検体を保管
しているため、この疾患を対象とした。この他、一部の研究では VLCAD 欠損症患者由来の皮膚線
維芽細胞も用いた。 
 
 
４．研究成果 
 本研究で、IVP アッセイと FAO フラックスでベザフィブラートの反応性が違うこと、FAO フラ
ックスの方が臨床的な有効性を反映した結果であることを報告した（Yamada K, Taketani T. 
Journal of Human Genetics, 2019）（下図、前論文より抜粋）。下図 Aは IVP アッセイの結果で、
GA2 の milder form（軽症型、A図上部）と severe form（重症型、A図下部）にベザフィブラー
トを添加した際のアシルカルニチンの変化を示したものである。ベザフィブラート 100μM また
は 800μM を加えると、軽症型、重症型ともに蓄積していた C16（パルミトイルカルニチン）が
減少しており、パルミチン酸の代謝が改善したことを示している。なお、ベザフィブラート 800



μM では C16 のみならず C2（アセチルカルニチン）も減少している。C2 はアセチル CoA に相当
するもので、エネルギー代謝の指標になりうるものである。 

 一方、B図は FAO フラックスの結果で、上部は軽症型、下部は重症型の結果を示している。コ
ントロール細胞の FAO フラックスを 100%とした場合（結果省略）、軽症型 GA2 の FAO フラックス
は 54%であったが、100μMのベザフィブラートを添加すると 80%に改善し、800μM のベザフィブ
ラートでは 22%に低下している。また、重症型 GA2 ではベザフィブラートの有無、濃度に関わら
ず FAO フラックスは 0～1%程度で改善は認められなかった。 
 本研究で用いた軽症型 GA2 の細胞を採取された患者は、実際にベザフィブラート投与で劇的
に臨床症状が改善した事を過去に報告しており（Yamaguchi S, et al. Molecular Genetics and 
Metabolism, 2012）、IVP アッセイ、FAO フラックスでもベザフィブラートの有効性を示す事が出
来た。一方で、重症型 GA2 では IVP アッセイでベザフィブラートが有効と判定されたが FAO フ
ラックスでは無効であった。実際には、本被験者はベザフィブラートを投与されていないが、本
被験者とほぼ同等の重症度を示す別患者においてベザフィブラートが無効であったことから、
IVP アッセイよりも FAO フラックスの方が実際の臨床的有効性を予測できると考えられる。さら
に IVP アッセイでは高濃度（800μM）ベザフィブラートが 100μM よりも有効という判定になっ
たが、FAO フラックスではむしろ低下する事が分かった。実際の患者に超高濃度のベザフィブラ
ートを投与することは出来ないが、高濃度ベザフィブラートは臨床的には無効または症状を増
悪させる可能性が高い事が分かった。 
 
 
 さらに本研究の一環として、IVP アッセイの精度向上を探索したところ、基質となる脂質はス
テアリン酸（C18、炭素数 18 の飽和脂肪酸）よりも、オレイン酸（C18:1、炭素数 18 の一価不飽
和脂肪酸）の方が高精度に VLCAD 欠損症を診断できる事が分かった。下図（Fig2）に示す通りで
中等症の VLCAD 欠損症患者由来の細胞にステアリン酸とオレイン酸を等量に加えて培養したと
ころ、オレイン酸由来の C14:1 の方がステアリン酸由来の C14 よりも有意に蓄積していた。これ
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Fig 2. The profiles of in vitro probe assays in a VLCADD patient and control subjects
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は VLCAD 欠損症患者では飽和脂肪酸よりも不飽和脂肪酸の方が蓄積しやすい事を示しており、
IVP アッセイにおいては不飽和脂肪酸を基質とした方が、より軽症の患者を同定出来ると考えら
れた。 
 
 「2.研究の方法」でも延べたように本研究は、当初 iPS 細胞を分化させて脂肪酸代謝の主戦場
とも言える肝臓や筋肉といった組織を利用する方針であった。このアイデアは今後も重要な検
討課題と考えられるが、本研究の目的であった「ベザフィブラートの有効性を予測する実験系を
開発すること」については、FAO フラックスを利用することで達成できた。 
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