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研究成果の概要（和文）：全身性エリテマトーデス（SLE）の診断および疾患活動性モニタリングに有用な新規バイオ
マーカーを同定することを目的にガスクロマトグラフィー質量分析計を用いた血清メタボロミクスを行い、以下の知見
を得た。
1. 血中代謝物プロファイルの主成分分析によりSLE群と健常人群は区別してグループ分けされ、グリセロールなど５つ
の代謝物がその区別に大きく寄与していた。2. 血液中のグルタミン酸濃度は、SLEの疾患活動性と相関していた。

研究成果の概要（英文）：Metabolomics is the identification and quantification of the metabolome, all the 
low-molecular-weight metabolites in a biological sample. We examined the differences in the serum 
metabolome between patients with SLE and healthy subjects, using GC/MS. The levels of 25 metabolites were 
significantly different in SLE patients compared to healthy controls. The two-dimensional plot of the 
principal component analysis scores showed distinct clustering for the two subject groups. Multivariate 
statistical analysis revealed that variations in the levels of glutamic acid, urea, tyrosine, phosphate 
and glycerol greatly contributed to the observed separation of the metabolomics profiles of the SLE 
patients and healthy controls. The serum levels of glutamic acid were significantly correlated with the 
SLE disease activity index score in the patient group. These findings suggest that GC/MS-based serum 
metabolomics can serve as a novel diagnostic and monitoring tool for autoimmune diseases.

研究分野： 臨床免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
 
細胞の活動は種々の酵素反応の連鎖、すな

わち代謝によって営まれており、代謝によっ
て産生された産物の総体をメタボロームと
呼ぶ。メタボローム解析あるいはメタボロミ
クスとは、対象とするサンプル中に存在する
低分子代謝産物（メタボライト）を網羅的に
解析することによって細胞の動的な振る舞
いを理解しようとする方法論であり、ポスト
ゲノム研究の新しい手法として近年注目を
浴びている。メタボライトは生命活動におけ
る最終産物であるため、その変動は生物の環
境応答や適応変化などを鋭敏に反映してい
ると考えられる。そして、疾病などによって
細胞内や組織内において代謝の変動が起こ
った場合、血液、尿などの体液中の代謝物質
の組成や濃度にも変化が起こることは容易
に想像できる。したがって、血液や尿のメタ
ボローム解析はバイオマーカー候補の探索
に有用であると思われる。 
がん細胞がグルコースを活発に取り込み

解糖系を亢進する、いわゆる”Warburg 効果”
はがん細胞の根源的性質の一つとして古く
から知られている。がん細胞がなぜこの一見
非効率的な代謝的特徴を有しているのかは
未だに解明されてはいないが、メタボローム
解析技術の進化などにより、近年がん細胞の
代謝的特徴に関する興味深い報告が相次い
でいる。さらに最近、T 細胞やマクロファー
ジといった免疫担当細胞の機能も、細胞内の
代謝と密接な関連があることが明らかとな
っている。例えば、Th17 細胞、M1 マクロフ
ァージといった炎症促進性の細胞は解糖系
やペントースリン酸経路の亢進といったが
ん細胞の代謝に類似した代謝的特徴を示し、
対照的に、制御性 T（Treg）細胞や M2 マク
ロファージといった炎症抑制性の細胞は、酸
化的リン酸化経路の相対的な亢進を認める
ことが知られている。 
全身性エリテマトーデス（systemic lupus 

erythematosus; SLE）は全身の臓器に炎症を
きたす自己免疫疾患であり、主に若い女性に
発症する。その病因は未だ不明であるが、遺
伝因子と環境因子が複雑に絡み合うことに
よって自然免疫応答および獲得免疫応答の
異常が生じ、免疫トレランスの破綻をきたし
て発症すると考えられている。そしてその病
態には自己抗体、自己反応性リンパ球、樹状
細胞、免疫複合体といった免疫系の様々な細
胞が関与している。臨床症状と検査所見を組
み合わせた 11 の判定基準のうち少なくとも
4つの基準を満たす場合にSLEと分類される
が、SLE 患者の臨床症状および検査所見は多
彩であるため、診断に難渋することも少なく
ない。また、その予後は免疫抑制薬による治
療の進歩により劇的に改善したが、急性期の
治療によって症状が軽快した後も寛解と増
悪を繰り返しながら慢性の経過をたどるこ
とが多く、長年に渡る厳重な疾患活動性のモ

ニタリングが非常に重要である。 
 
２． 研究の目的 
 
血清メタボローム解析により、SLE の診断

あるいは疾患活動性モニタリングに有用な
新規バイオマーカーとなり得る低分子代謝
産物を同定する。 
 
３． 研究の方法 
 
1) 試料 
 
神戸大学医学倫理委員会の承認後、インフ

ォームドコンセントを得た上で、26名のSLE
患者および 26名の健常人の血清を採取した。
食事は血中の代謝産物に影響を与えうるた
め、血清はすべて早朝空腹時とした。疾患コ
ントロールとして 32名の関節リウマチ（RA）
患者の空腹時血清も採取した。SLE 患者はほ
とんどが女性であるため、対象はすべて女性
とした。 
  
2) サンプルの前処理 
 
血清サンプルから水溶性代謝物の抽出と

誘導体化を行った。タンパクを除去するため、
サンプルにメタノール/水/クロロホルム溶液
（2.5：1：1）を加えて処理を行い、上清を
回収した（Bligh-Dyer の方法）。脱水処理し
た後、メトキシアミンに溶かして糖をオキシ
ム化し、代謝物が気化しやすくなるように
N-Methyl-N-(trimethylsilyl) 
trifluoroacetamide （MSTFA）を用いて誘
導体化を行った。 
 
3) ガスクロマトグラフィー質量分析計

（GC/MS）によるメタボローム解析 
 
 GC/MS は、GCMS-QP2010（島津製作所）
を使用した。GC は 100℃から 320℃までを
毎分 4℃の速度で上昇させ、各サンプルにつ
いて代謝物の全イオン電流クロマトグラム
を得る。主要なピークについて、データ解析
ソフト GCMS Solution を用いて島津製作所
の GC/MS 代謝成分データベースに対して
検索を行った。EI スペクトルピークの m/z
の類似度が 80 以上の代謝物を同定し、これ
らについて SLE 患者群と健常人群のメタボ
ロームデータを取得した。 
 
4) 統計学的解析 
 
 得られたメタボロームデータを用いて、
個々の疾患について患者群と健常人群に分
けて統計解析を行い、二群間で有意差のある
メタボロームを明らかにした。そして、同じ
くメタボロームデータを用いて主成分分析
（principal component analysis; PCA）を行
い、比較パターン解析を行うことで SLE に



特異的な代謝産物の変動パターンの有無を
調べた。さらに、PLS 回帰法（部分最小二乗
による判別分析; PLS-DA）も行い、各疾患群
と健常人群のグループ分けに寄与している
代謝産物を複数同定した。 
 また、各代謝産物の血中濃度と SLE 疾患
活動性指数との相関は、スピアマンの順位相
関係数を求めることにより解析した。 
 
４．研究成果 
 
GC/MS を利用したメタボローム解析 によ

り、SLE 患者（n=26）および健常人（n=26）
の空腹時血清から、62 種類の代謝産物を同定
した。そして SLE 患者群におけるそれぞれの
代謝産物の血清中の濃度を健常人群と比較
したところ、25 種類の代謝産物の濃度が有意
に上昇、あるいは低下していた。 
続いて、得られたメタボロームデータを多

変量解析にて分析した。 
まず、主成分分析（PCA）を行ったところ、

SLE 患者群と健常人群を区別してグループ分
けすることができた（図１A）。 
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続いて、PLS 判別分析（PLS-DA）を行うと、

さらにはっきりと両群を区別することがで
きた（図２A）。 
そして、PCA および PLS-DA により、SLE 患

者群と健常人群の区別に寄与している代謝
産物を同定した(図１B, 図２B)。 
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続いて、SLE 患者血清で認められる代謝変

動が SLE に特有の変化であるのか、あるいは
他の全身性自己免疫疾患と共通のものであ
るのかを明らかにする目的で、もう一つの代
表的な全身性自己免疫疾患／慢性炎症性疾
患である関節リウマチ（RA）患者の血清メタ
ボローム解析も行った。SLE 患者のメタボロ
ームデータを、32 例の RA 患者のメタボロー
ムデータと比較検討したところ、SLE と同様
の変動を示す代謝物が多くある一方で、SLE
では低下しているものが RA では上昇するな
ど、逆の変動を示す代謝物も数多く存在した。 
この RA との比較解析と、上記の多変量解

析の結果、さらに個々の代謝産物の血中濃度
のデータをもとに総合的な検討を行ったと
ころ、SLE 患者の血清中で特有の変動をきた
していている代謝物は、グルタミン酸、尿素、
チロシン、リン酸、グリセロールの 5つであ
ることが判明した。 
血液中や尿中の代謝産物の変動は非常に

ダイナミックであるため、その濃度が疾患活
動性に関連して変動することは十分に予想
される。したがって、我々は次に血清中の代
謝産物の濃度とSLEの疾患活動性との関連に
ついて検討した。そして SLE 患者の血液中で
増加あるいは減少していた 25 種類の代謝産
物のうち、SLE 患者の血清中で有意に上昇し
ていたグルタミン酸の濃度が、SLE 疾患活動
性指数（SLEDAI）と有意な正の相関を示すこ
とを発見した。さらに、SLE の各種血清バイ
オマーカーと各代謝産物の濃度との相関を
検討したところ、グルタミン酸の濃度が、SLE
の活動期に低下することが知られている C4
の血中濃度と有意な負の相関を示すことを
見出した（図３）。 
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この結果から、血中グルタミン酸濃度は、

SLE の疾患活動性モニタリングに有用なバ
イオマーカーの候補の一つであると考えら
れた。さらに、SLE の患者群を、腎病変の有
無、中枢神経障害の有無など障害臓器や臨床
症状によって細かくグループ分けしてそれ
ぞれに特徴的な代謝産物の変動の有無を検
討したが、有意なものは同定できなかった。 
 今回の検討により、GC/MS を用いた血清メ
タボローム解析は、自己免疫疾患の新規診断
法や疾患活動性モニタリング法の開発に有
用であると考えられた。今後の臨床現場への
応用のためには、多施設による大規模な検証
研究が必要である。さらには、SLE と RA 以外
の全身性自己免疫疾患、例えば強皮症、多発
性筋炎／皮膚筋炎、シェーグレン症候群とい
った疾患の血清メタボローム解析も行い、代
謝産物の変動を比較検討することも大切で
ある。 
現在我々は、抗 TNF-製剤といった生物学

的製剤の投与前後の RA 患者の血清メタボロ
ミクスを行い、生物学的製剤によって変動す
る代謝産物や、生物学的製剤の治療反応性の
予測に利用できる代謝産物の同定を試みて
いる。 
さらに、血清メタボローム解析のみならず、

涙腺や唾液腺を主な標的とする全身性自己
免疫疾患であるシェーグレン症候群の唾液
のメタボローム解析も進めている。また、体
液のみならず、RA 患者由来の関節滑膜細胞か
ら代謝産物を抽出してメタボローム解析を
行い、対照滑膜細胞との比較検討も行なって
いる。これらの様々な解析を総合的に検討す

ることにより、自己免疫疾患の病因病態解明
の手掛かりを得て、代謝制御という新しい観
点からの新規治療薬の開発につなげたいと
考えている。 
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