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研究成果の概要（和文）： 

  本研究では、末梢リンパ球とタンデムマス質量分析を用いた脂肪酸β酸化能評価法によって、
脂肪酸代謝異常症の中でも頻度が高い、中鎖アシル CoA 脱水素酵素（MCAD）欠損症、極長鎖ア
シル CoA 脱水素酵素（VLCAD）欠損症、グルタル酸血症 2型(GA2)の診断が可能であることを示
した。線維芽細胞と比較して侵襲が少なく簡便なリンパ球を用いる本方法は、現在広がりつつ
あるタンデムマスによる新生児マス・スクリーニングにおいて、脂肪酸代謝異常症の補助診断
として有用である。また、細胞内/外の遊離カルニチン比をみることで、カルニチントランスポ
ーター異常症（OCTN2 異常症）の診断にも応用が可能である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we present an enzymatic evaluation for the diagnosis of Medium-chain 
acyl-CoA dehydrogenases deficiency (MCADD), very long-chain acyl-CoA dehydrogenase 
deficiency(VLCADD) and Glutaric acidemia type 2 (GA2) that are frequent in fatty acid 
oxidation disorders, by an in vitro probe acylcarnitine profiling assay using peripheral 
lymphocytes and electrospray ionization/tandem mass spectrometry (MS/MS). Peripheral 
lymphocytes are easily available than fibroblasts and this method is helpful for 
confirmation of diagnosis of fatty acid oxidation disorder in newborn screening by MS/MS. 
Further, our results suggest that the ratio of intracellular carnitine/extracellular free 
carnitine is also useful for diagnosis of carnitine transporter deficiency(OCTN2 
deficiency).   
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１．研究開始当初の背景 
(1) 脂肪酸代謝異常症診断の重要性 
 脂肪酸代謝異常症では脂肪酸β酸化の障
害により細胞中のエネルギー枯渇を引き起
こす。日常の生活では無症状でも、胃腸炎や
感冒罹患に伴う飢餓時に乳幼児突然死症候
群や Reye 様症候群として発症することが多
い。食事指導や、感染罹患時の早めの補液で
簡単に予防ができるため、早期発見が疾患の
障害予防、乳幼児突然死症候群の予防のため
に重要である。 
 
(2) 現時点では脂肪酸代謝異常症の確定診
断は容易ではない 
 脂肪酸代謝異常症では、患者であっても
安定期にはタンデムマスで異常値を認めな
い場合がある。また、確定診断のための遺
伝子解析や酵素活性測定はこれまでも行わ
れているが、検査における専門技術が必要
なことも多く、コストや時間もかかり容易
ではない。 
 
(3) 脂肪酸β酸化能評価の有効性 
 脂肪酸代謝異常症は十分なエネルギー補
給がある状態では発症しない。飢餓などの
異化ストレスを患者に与えることには大き
なリスクがあるが、線維芽細胞やリンパ球
を使用すれば、安全かつ効果的に化学診断、
代謝プロフィールを評価することが可能と
なる。また、従来の脂肪酸代謝異常症の酵
素活性測定では、疾患毎に個別に行う必要
があった。我々の方法では長鎖から短鎖ま
での脂肪酸を測定することにより、脂肪酸
β酸化がどの部位で障害されているかを一
度の検査で評価することが可能となる。 
 
(4) 一般診療におけるカルニチン欠乏症の
重要性 
 タンデムマスによるアシルカルニチン分析
の普及に伴い、臨床現場でカルニチン欠乏に
遭遇する機会が多いことがわかってきた。カ
ルニチンは、カルニチントランスポーター
（OCTN2）により細胞質へ能動的に取り込ま
れ、長鎖脂肪酸がミトコンドリア脂肪酸β酸
化を受ける際には必須の蛋白である。先天代
謝異常であるカルニチントランスポーター
異常症（OCTN2 異常症）は早期に正しく診断
されなければ、急性脳症、突然死を起こすリ
スクがある。薬剤性、低栄養などによる 2次
性カルニチン欠乏症も正しく鑑別される必
要がある。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 脂肪酸β酸化能を簡便に評価する方法

を確立する 
   新生児マススクリーニングにおいて脂肪
酸代謝異常症が疑われた症例全例に遺伝子
解析を行うと、時間とコストがかかりすぎる。
補助診断として脂肪酸β酸化能評価が有用
であるが、培養皮膚線維芽細胞を用いる方法
は、患者への侵襲性や結果がでるまでに約 1
ヶ月を必要とする問題がある。線維芽細胞の
代わりにリンパ球を用いる方法を開発し、検
査時間の短縮と患者への侵襲性を改善する。    
 
(2) OCTN2 異常症患者のリンパ球を用いて、
カルニチントランスポーターの機能を評価
する。 
 末梢血リンパ球でカルニチントランスポ
ーター異常症（OCTN2 異常症、全身性カルニ
チン欠乏症）や二次性カルニチン欠乏症の補
助診断、病態解析を簡便に行うことが可能と
なれば、的確な治療が可能になる。カルニチ
ン欠乏状態では、それが 1次性でも 2次性で
も筋力低下、けいれん、脳症などが起こりや
すい。また遺伝性カルニチン欠乏症では、感
染や飢餓を契機に急激な低血糖、急性脳症、
突然死にいたることもある。臨床の場で簡便
に診断できる方法の確立は極めて意義が大
きい。 
 
３．研究の方法 
(1) リンパ球とタンデムマス質量分析を用
いた脂肪酸β酸化能評価法の確立 
 脂肪酸代謝異常症はβ酸化のいずれかの
部位の障害であり、疾患毎に蓄積する脂肪酸
の種類、パターンが異なってくる。タンデム
マスでは短鎖から長鎖（C0 から C18）までの
脂肪酸をアシルカルニチンとして一度の検
査で測定することが可能である。障害部位が
より明らかとなるように、脂肪酸基質として
大量の長鎖脂肪酸（C16、パルミチン酸）を
加える。正常細胞ではβ酸化が最後まで進み
C2 の増加がみられるが、脂肪酸代謝異常症で
は酵素障害がある直前の脂肪酸の増加がみ
られる。 
 本方法では、採血された末梢血よりリンパ
球を分離し、1well に 3×106 個の細胞とな
るように調整する。次に、SMEM に脂肪酸を
含まない BSA 0.40%、L-carnitine 0.4mM、
IL2 25U/ml、抗生剤を添加した培養液で、
96 時間培養する。培養後の上清を用いて、
タンデムマス質量分析によるアシルカルニ
チン分析を行う。 
 
(2) リンパ球とタンデムマスを用いた簡便
なカルニチントランスポーター評価法への
応用（図 1） 
 血液中の遊離カルニチンは、カルニチン
トランスポーターによって細胞内に能動的
に取り込まれる。1)の方法で 96時間培養し



 

 

た後のリンパ球細胞を用い、Foch 法によっ
て細胞内液を採取する。この細胞内液 20µl
を用いてアシルカルニチン分析を行う。1)
の培養液を細胞外液と見なし、細胞内/細胞
外の遊離カルニチン比をみることで、カル
ニチントランスポーター機能を評価する。
今回の研究では、培養液中の遊離カルニチ
ン濃度を、生体内における生理的濃度（20
～ 60μM）の他に過剰量（400 µM）、あるい
は欠乏状態(10µM)で検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1)脂肪酸β酸化能評価法による脂肪酸代謝
異常症の診断 
 2年間で、中鎖アシルCoA脱水素酵素（MCAD）
欠損症 5 名、極長鎖アシル CoA 脱水素酵素
（VLCAD）欠損症 2 名、グルタル酸血症 2 型
(GA2) 5 名の解析をおこなった。コントロー
ルと比較して、MCAD 欠損症では C6、C8、C8/C10
比が、VLCAD 欠損症では C14:1 が上昇してい
た。GA2 では、症例毎にパターンが異なるも
のの短鎖から長鎖のアシルカルニチンの蓄
積がみられ、皮膚線維芽細胞と同様に診断が
可能であることが確認できた(図 2)。MCAD 欠
損症の 5 例中 4 例、VLCAD 欠損症の 2 例中 1
例、GA2 の 4 例中 1 例は新生児マス・スクリ
ーニングで発見された症例であった。 

  

 
 以上の結果より、線維芽細胞と同様にリン 
パ球でも脂肪酸β酸化能評価が可能であり、
脂肪酸代謝異常症の診断に有用であること
が明らかとなった。低侵襲で簡便なリンパ球
を使用した本方法は、新生児マス・スクリー
ニングの補助診断として期待される。 
 
 
(2)細胞内/外の遊離カルニチン比を用いた
OCTN2 異常症の診断 
 
 カルニチントランスポーター異常症(OCTN2 
異常症、全身性カルニチン欠乏症) 2 名とコ
ントロール 3名の解析を行なった。通常の脂
肪酸β酸化能評価法では、異常代謝産物の増
加をより顕著にする目的で高濃度のカルニ
チン（400µM）を培養液に添加している。し
かし、OCTN2 異常症においては、細胞外のカ
ルニチン濃度が高濃度（400µM）、また生理的
濃度(50µM)ではコントロールと差を認めず、
欠乏状態（10µM）の条件でのみコントロール
と比較して OCTN2 異常症で細胞内/細胞外遊
離カルニチン比が低値となり診断が可能で
あった（図 3）。以上のことより、カルニチン
トランスポーターは細胞外遊離カルニチン
濃度がより低い環境においてよく働き、その
機能を評価できると考えられた。リンパ球を
用いた脂肪酸β酸化能評価法を発展させた
カルニチントランスポーター評価法は、今後、
臨床でよく遭遇するカルニチン欠乏症にお
いて二次性と先天代謝異常症である OCTN2異
常症との鑑別、またカルニチン代謝に関わる
他の脂肪酸代謝異常症での評価にも有用で
あることが期待される。 
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