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研究要旨 
 正常だった小児が感染などを機に急性増悪するミトコンドリアβ酸化異常症(β酸化異

常症)はインフルエンザ脳症の発症形態と類似点がある。インフルエンザの重症化（または

急性脳症）にβ酸化障害の関与を培養細胞とタンデムマスを用いる in vitro probe (IVP) 

assay によって評価した。その結果以下の成果が得られた。 

 ①環境温度はβ酸化に影響を与える、すなわち①高温下では長鎖脂肪酸のβ酸化障害を

増悪し、低温下では障害を緩和する可能性がある。②感染時に増加するサイトカインの一

部はβ酸化に抑制的に働く。③解熱剤の一部（本研究ではサリチル酸とジクロフェナク）

はβ酸化を抑制して急性脳症への発展のリスクを高める。一方アセトアミノフェンはβ酸

化に影響を与えない。解熱剤と急性脳症（またはライ症候群）の関係は疫学的調査で警告

されているが、本研究によってこれらの臨床疫学的な現象を裏付けることができた。④セ

レウス菌の毒素セレウリドはβ酸化を抑制することが証明された。障害パターンは CPT2 欠

損症化またはグルタル酸血症Ⅱ型の重症型が推定された。 

 一方、高脂血症治療薬のベザフィブラートが（BEZ）は、β酸化障害を改善する可能性が

示され、急性脳症発症の予防、或いは軽減を可能にする薬剤でありうることが示された。 

 
 
Ａ．研究目的 

 

小児のインフルエンザ脳症は、発症後短時

間のうちにけいれん、意識障害を起こし、死

亡したり、後遺症を残すことが少なくない。

一方、先天代謝異常である脂肪酸β酸化異常

症（β酸化異常症）も、正常と変わらぬ生活

をしていた小児が、感染などを契機に急激に

悪化して急性脳症、乳幼児突然死様の経過を

とる点で、インフルエンザ脳症と臨床的経過

において類似点がある。そこでヒト培養細胞

を用いて種々の環境で培養してβ酸化能を

評価して、急性脳症の発症とβ酸化障害との

関連性について検討した。 

 

Ｂ．方法 

 

 1）in vitro probe (IVP) assayによるβ

酸化能評価 

 培養細胞のβ酸化能を評価するためにin 
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vitro probe (IVP) assayを用いた。IVP assay

では、培養皮膚線維芽細胞を特殊なメディウ

ム（ブドウ糖、遊離脂肪酸欠乏かつカルニチ

ン過剰）で培養し、β酸化を亢進させた状態

で、パルミチン酸などの脂肪酸を添加してメ

ディウム中に分泌されるアシルカルニチン

をタンデムマスで測定した。これにより培養

細胞のβ酸化能、および障害部位を評価した。

アシルカルニチンはタンデムマスによって

測定した。その原理を図１に示す。 

 

 

図１．In vitro probe assayの原理 

 M、L＝それぞれ中鎖と長鎖脂肪酸をさす。中鎖β酸化（M）が障害されると、中鎖アシルカルニチン（C4, 

C6, C8, C10）が増加する。長鎖脂肪酸β酸化（L）が障害されると長鎖アシルカルニチン（C12, C14, C16）

が増加する。アシルカルニチンはタンデムマス（MS/MS）によって測定する。 

 

 

 ２）環境温度の影響 

 培養環境を、高温下（41℃）と低温下（33℃）、

および37℃環境下で培養してIVP assayを行

った。正常およびβ酸化異常症の細胞におけ

るβ酸化能の変化を検討した。 

 

 ３）サイトカインの影響 

 グルタル酸血症Ⅱ型細胞を用いた。インフ

ルエンザ脳症など多くの感染症で増加する

ことが知られているサイトカイン、IFNγ、

TNFα、IL1 および IL6 をそれぞれ 10 ng/mL

の存在下で、パルミチン酸を負荷して IVP 

assay によるってβ酸化能の変化を検討した。 

 

 ４）解熱剤によるβ酸化能への影響 

解熱剤のβ酸化系に対する影響を調べる

ために、正常細胞を用いてサリチル酸（アス

ピリン代謝産物）5 mM、ジクロフェナク0.3 mM、

およびアセトアミノフェン 7.5 mM の存在下

でIVP assayを行った。 

 

 ５）ベザフィブラートのβ酸化障害の緩和

効果の検討 

 高脂血症治療薬のベザフィブラート（BEZ）

がβ酸化酵素遺伝子をの転写促進すること

によって、VLCAD欠損症やCPT2欠損症などの
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β酸化異常症の酵素残存活性を増加させる

ことが知られている。IVP assayの培地にBEZ 

400 nmol/mLの濃度で添加してBEZ存在下で

IVP assayを行った。VLCAD欠損症、CPT2欠

損症、GA2、CACT欠損症、MCAD欠損症、TFP

欠損症の細胞をテストした。 

 

６）食中毒菌の毒素セレウリドのβ酸化へ

の影響 

 食中毒を起こすセレウス菌の食中毒によ

って発症から6時間後に死亡した小児例の報

告がある（Shiota S, et al: Pediatrics, 

2010;25:e951-e955）。正常な細胞を用いて、

セレウス菌の毒素セレウリド50 ng/mLと100 

ng/mLの存在下で、IVP assayを行いセレウ

リドのβ酸化能への影響を調べた。 

 

Ｃ．結果 

 

１）IVP assay によるβ酸化能評価の有効

性の確認 

IVP assay によって正常コントロールと

種々のβ酸化異常症の細胞をテストした。結

果を図2に示す。正常コントロール（図2A）

ではC2（アセチルカルニチン）のみが有意な

ピークとして観察された。MCAD 欠損症（図

2B）では、C4、C6、C8、およびC10(短鎖・中

鎖のアシルカルニチンの増加がみられた。

VLCAD欠損症（図2C）では、C12、C14、およ

び C16（長鎖アシルカルニチン）の増加がみ

られた。CPT2 欠損症（図 2D）では、長鎖ア

シルカルニチン（C16）のみが増加していた。 

グルタル酸血症Ⅱ型（GA2）の軽症型（図

2E）では、C4～C16（短鎖～長鎖）の広範囲

の炭素鎖のアシルカルニチンがみられた。こ

れに対し、GA2 の重症型（図 2F）では、C16

（パルミトイルカルニチン）のみが増加して

いた。これは、軽症型では負荷したパルミチ

ン酸がある程度代謝されるのに対し、重症型

では代謝が著しく障害されていることを示

す。以上のように、IVP assay によってβ酸

化の病態が評価できることを確認した。 

 

 
図2．IVP assayによるβ酸化能評価の有効性の確認 
 縦軸はアシルカルニチン（nmol/mL）、横軸はアシルカルニチンの炭素鎖長を示す。略字：MCAD＝中鎖ア
シル－CoA脱水素酵素；VLCAD＝極長鎖アシル－CoA脱水素酵素；CPT2＝カルニチンパルミトイルトランス
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フェラーゼ-Ⅱ；GA2＝グルタル酸血症Ⅱ型。 

 

 

２）環境温度の影響 

33℃(低温下)、37℃、および41℃(高温下)

の環境下で細胞を培養してIVP assayを行っ

た。その結果、図3に示すように、正常細胞

（図3A）では、低温下（33℃）でC2の減少

がみられた。アセチル-CoAの産生が低下され

た可能性がある。VLCAD欠損症（図3B）では、

高温下では有意な変化がみられず、低温化で

長鎖アシルカルニチン(C16)もC2も両方とも

減少した。このことはβ酸化自体の代謝が抑

制された可能性がある。mild GA2（図3C）で

は、低温下ではアシルカルニチンに変化がみ

られなかったが、高温下でC16、C14、C12の

長鎖アシルカルニチンも、C2も増加した。長

鎖β酸化が障害の程度が高まり酵素欠損部

位に基質の負荷が高まった可能がある。同時

に中鎖～短鎖の代謝が盛んになってアセチ

ル-CoAの産生も高まった可能性がある。 

 CPT2欠損症（図3D）、TFP 欠損症（図3E）、

severe GA2では、低温下で蓄積した長鎖アシ

ルカルニチンが減少しC2は増加した。この

ことは長鎖β酸化障害が緩和され、同時にア

セチル-CoAの産生が高まったとみられ、全体

に代謝が改善したと考えられる。高温下では、

CPT2欠損症はC2も長鎖アシルカルニチンも

変化がみられなかった。TFP欠損症では高温

下で長鎖アシルカルニチンの蓄積が増加し、

C2は減少した。このことはTFP欠損症では高

温下では長鎖β酸化の障害が増強すると推

測される。Severe GA2では長鎖β酸化が障害

され、C2も同時に増加したということは中鎖

β酸化が改善してアセチル-CoAの産生も高

まったものと思われる。 

 

 
図3．温度環境によるβ酸化能への影響 
 略字：CPT2＝カルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ-Ⅱ；VLCAD＝極長鎖アシル－CoA脱
水素酵素；TFP＝ミトコンドリア三頭酵素；GA2＝グルタル酸血症Ⅱ型。□＝33℃；■＝37℃； 
＝41℃。 
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 ３）サイトカインの影響 

 グルタル酸血症Ⅱ型の中間型症例の細胞

であり、短鎖～長鎖のアシルカルニチンが広

範囲に増加している細胞である。アシルカル

ニチンプロフィールに有意な差はみられな

かった。一方、TNFα、およびIL1の存在下

では、短鎖～長鎖まで広範囲にアシルカルニ

チンの増加がみられた。即ちβ酸化障害が増

強したことと推測された。 

 

 
図4. サイトカインのβ酸化系におよぼす影響 
 グルタル酸血症Ⅱ型患者の細胞を使用した。A＝IFNγとIL6の存在下でβ酸化への影響がみられたな
かった；B＝IL1とTNFαの存在下でいずれも中鎖から長鎖のβ酸化障害が増強された。*印は有意差がみ
られた。 

 

 

４）解熱剤によるβ酸化への影響 

 解熱剤の存在下で正常細胞を用いてIVP 

assayを行った（図5）。サリチル酸の存在下

ではC6～C12が有意に増加した。ジクロフェ

ナクの存在下では、C6とC12が有意に増加し

た。これに対し、アセトアミノフェン存在下

ではβ酸化能に有意な変化はみられなかっ

た。 

 

図5．解熱剤のβ酸化への影響 

 *印は有意差があったものをさす。A＝サリチル酸（5 mM）；B＝ジクロフェナク（0.3 mM）；アセトアミノ

フェン（7.5 mM）。□＝解熱剤なし； ＝中等の濃度；■＝高濃度（中毒量）。 
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 ５）ベザフィブラートのβ酸化障害改善効

果 

  ベザフィブラート添加前には、VLCAD欠

損症（A）ではC16、C14、C12の長鎖アシル

カルニチンの増加がみられ、グルタル酸血症

Ⅱ型（B）では短鎖～長鎖（C4～C16）のアシ

ルカルニチンの増加がみられた。下段のBEZ

存在下では、両者ともにアシルカルニチンプ

ロフィールが正常化している。 

VLCAD欠損症とGA2の結果を図6に示す。BEZ

添加前の培地中のアシルカルニチンは、

VLCAD欠損症ではC12、C14、C16の増加がみ

られたのに対し、BEZ添加後は正常化した（図

6A）。またGA2ではBEZ添加前には短鎖～長

鎖（C4～C16）のアシルカルニチンの増加が

著明であるのに対し、BEZ添加後にはほぼ正

常化した（図6B）。 

 

 

 

図6．VLCAD欠損症とGA2グルタル酸血症Ⅱ型細胞に対するベザフィブラートの影響 

 A、VLCAD欠損症；B、グルタル酸血症Ⅱ型細胞。下段はベザフィブラート添加後のアシルカルニチ

ンプロフィール。 

 

６）食中毒菌の毒素セレウリドのβ酸化へ

の影響 

 図7に示すようにセレウリド（CER）の存

下では、濃度が50 ng/mLも100 ng/mLでも、

C16が著増し、反対にC2は低下した。この所

見は長鎖脂肪酸のβ酸化が抑制されたため

にC16が蓄積し、アセチル-CoA産生低下のた

めにアセチルカルニチン（C2）の減少がみら

れたものと推定される。 
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図7. セレウリド存在下のβ酸化系への影響 

 CER＝セレウリド、100 ng/mLおよび50 ng/mLの濃度。□＝セレウリドなし；■＝セレウリド100 

ng/mL； ＝セレウリド50 ng/mL。 

 

 

Ｄ．考察 

 

 インフルエンザ脳症ではそれまで正常と

変わらぬ生活をしていた小児が発熱を契機

に電撃的に発症し、急性経過をとることが特

徴である。先天代謝異常症のうち、β酸化異

常症の一部がこれに類似した発症形態をと

ることが知られている。そこで、インフルエ

ンザ脳症、またはその他の小児の急性脳症の

発症機序に、β酸化障害が何らかの形で関与

しているという仮説のもとに、β酸化能を評

価するIVP assayという手法で研究を行った。

すなわち、β酸化障害を引き起こす後天的な

要因、およびβ酸化障害を改善させる環境に

ついて探索した。 

 本研究から以下のような成果が得られた。 

 環境温度はβ酸化に影響を与えることが

分かった。すなわち①高温下では長鎖脂肪酸

のβ酸化障害が増強する；②高温下では全体

としてβ酸化そのものは促進される；③低温

下では長鎖β酸化障害は緩和される；④低温

下では一部はアセチル-CoA 産生が改善する

が、他方では長鎖も短鎖もβ酸化自体が抑制

されることもある。 

 インフルエンザなどで増加するサイトカ

インの一部がβ酸化に抑制的に働くことが

分かった。IFγとIL6ではβ酸化に影響せず、

一方 IL1βと TNFαはβ酸化を抑制すること

が推測された。すなわちサイトカインの一部

はβ酸化を抑制するものがあり、それが急性

脳症への発展を促進する可能性がある。 

 解熱剤の一部はβ酸化を抑制して急性脳

症への発展のリスクを高める。アスピリン

（代謝産物のサリチル酸）とジクロフェナク

はβ酸化抑制に作用し、アセトアミノフェン

はβ酸化に影響を与えないことが観察され

た。急性脳症（またはライ症候群）と関係す

ることが疫学的調査で警告されており、アセ

トアミノフェンは小児に安全に使用できる

といわれている。本研究によって、これらの

臨床疫学的な現象を、β酸化能の評価する実

験によって裏付けられた。 

 セレウス菌による急性食中毒で突然死し

た小児例が報告されている。セレウス菌の毒

素セレウリドを添加したIVP assayを行った

ところ、正常な細胞にもかかわらずセレウリ

ド存在下では、CPT2欠損症またはグルタル酸

血症Ⅱ型の重症型のパターンに類似してい

た。すなわち細菌毒素がβ酸化に影響を与え、

それが急性脳症を起こした可能性がある。 
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 高脂血症治療薬のベザフィブラーが（BEZ）

は、β酸化酵素の遺伝子の上流にあるプロモ

ーターであるペルオキシソーム増殖因子活

性化受容体（PPAR）を刺激してβ酸化酵素の

遺伝子の転写を促進して、酵素量を増やすこ

とによってβ酸化障害を改善する可能性が

ある。今回の研究によってβ酸化異常症の細

胞の残存活性が回復することが示された。 

 本研究によって、インフルエンザ脳症や小

児の後天的要因に基づく急性脳症が、発熱ス

トレスや使用される解熱剤、或いは細菌毒素

によるβ酸化障害が関与している可能性を

示されたた。またβ酸化を改善させる薬剤に

よって、急性脳症の予防、重篤化予防に役立

つ可能性がある。 

 

Ｅ．結論 

  

 インフルエンザ脳症など小児の急性脳症

発症に、後天的要因によるβ酸化障害が何ら

かの関与をしている可能性がある。β酸化に

影響を与える因子として、発熱ストレス、サ

イトカイン、使用される解熱剤等の薬剤、細

菌の毒素などがあげられる。またβ酸化障害

を緩和する因子としてベザフィブラートの

ような薬剤、或いは低温環境も考えられる。 
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