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緒言 

 ペルオキシソーム（peroxisome）は一重膜で囲まれた直径 0.1～1.5 µm 程度の細胞内小器

官であり、酵母からヒトまで、真核生物に広く保存されている。1954 年の Rhodin によるペ

ルオキシソームの形態学的な発見以降、1960 年代初期までに尿酸オキシダーゼや D-アミノ

酸オキシダーゼ、L-α-ヒドロキシ酸オキシダーゼなどの過酸化水素（H2O2）を生成するオキ

シダーゼ群と、H2O2 を分解するカタラーゼが局在することが明らかとなった。de Duve ら

は、この細胞内小器官の機能的名称としてペルオキシソームと命名し[1]、今日この名称が

広く用いられている。しかしながら、ペルオキシソームの発見当初は特記すべき代謝系が見

出されず、進化の過程で取り残された化石顆粒と呼ばれていた。その後、出生直後より筋緊

張低下や顔貌異常、重度の精神運動発達遅滞などを呈し、肝機能障害が進行して生後数ヶ月

で死亡する Zellweger 症候群患者においてペルオキシソームが欠損していることが報告され

[2]、ペルオキシソームの重要性、すなわちペルオキシソームにおける物質代謝反応がヒト

において必須であると考えられるようになった。 

 

1976 年、Lazarow と de Duve がラット肝臓から単離したペルオキシソームにミトコンドリ

アとは異なる脂肪酸 β 酸化系が存在すること[3]を報告したことを皮切りにペルオキシソー

ムは再び注目を集め、高等動物ペルオキシソームの機能研究が大きく進展した。ペルオキシ

ソームにおける脂肪酸 β 酸化はミトコンドリアのそれとは異なり、エネルギー生成には関

与せず中鎖から短鎖（C4～C6）へと酸化したところで停止する。また、基質に対する選択

性が広く、極長鎖脂肪酸（VLCFA）、エイコサノイド、ジカルボン酸、分枝脂肪酸、及びあ

る種の生体異物のようなミトコンドリアでは代謝されにくいカルボン酸化合物が代謝され

る[4 - 7]。 

 

ペルオキシソームの β 酸化における第 1 ステップ（酸化）は 2 種類のアシル CoA オキシ

ダーゼ、ACOX1（acyl-CoA oxidase 1）及び ACOX2 によってなされる。ACOX1 は直鎖脂肪

酸に対して、ACOX2 は分枝脂肪酸に対して、それぞれ作用する。第 2、第 3 ステップの加

水と酸化は DBP（D-bifunctional protein）または LBP（L-bifunctional protein）が触媒する。

DBP が専ら D 体の 3-ヒドロキシアシル CoA に作用するのに対し、LBP はジカルボン酸に

作用することが報告されており[8]、これらは α-β 炭素間の不飽和結合への水和反応と引き

続く β-ヒドロキシ基のケト基への酸化反応を行うことから、二頭酵素と呼ばれる。最後の

開裂は 3-ケトアシル CoA チオラーゼである pTH1（peroxisomal thiolase 1）及び pTH2 が担っ

ており、pTH1 は直鎖脂肪酸のみに作用する一方で pTH2 は直鎖、分枝、両脂肪酸に作用す

る[5, 6, 9, 10]（Fig. 1）。 
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Fig. 1. ペルオキシソームに局在する脂肪酸トランスポーター及び脂肪酸 β 酸化に関与する酵素 

ペルオキシソーム膜に存在する 3 種の ABC トランスポーター（ABCD1、2、または 3）は二量体

を形成し、アシル CoA をペルオキシソーム内へ輸送する。取り込まれたアシル CoA は、アシル CoA

オキシダーゼ（ACOX1 または 2）、二頭酵素（DBP または LBP）、及び 3-ケトアシル CoA チオラー

ゼ（pTH1 または 2）が連続的に作用して鎖長短縮される（β 酸化）。フィタン酸は、α 酸化によって

プリスタン酸へと分解され、その後、他の基質と同様に β 酸化によって炭素鎖が切断される。ABCD: 

ABC transporter subfamily D, ACOX: acyl-CoA oxidase, DBP: D-bifunctional protein, HACL: 2-

hydroxyphytanoyl-CoA lyase, LBP: L-bifunctional protein, PHYH: phytanoyl-CoA 2-hydoxylase, PrDH: 

pristanal dehydrogenase, pTH: peroxisomal thiolase。図は[11]から一部改変して引用。 

 

 

以上のペルオキシソーム局在性酵素群によって分解、鎖長短縮される基質は、基質特異性

の異なる 3 種類の ABC トランスポーター（ATP-binding cassette transporter）である ABCD1、

ABCD2、及び ABCD3 依存的にペルオキシソーム内へと輸送される[12]。ABCD1 と ABCD2

は一部重複した基質特異性を持ち、長鎖から極長鎖型のアシル CoA をペルオキシソーム内

に輸送する。ABCD1 が C24:0-CoA や C26:0-CoA のような飽和型極長鎖アシル CoA を基質

として好むのに対して、ABCD2 は C20:0-CoA や C22:0-CoA により親和性がある。また、

ABCD2 は C22:6-CoA や C24:6-CoA のような多価不飽和型極長鎖アシル CoA も基質として

認識する。一方、ABCD3 はジカルボン酸-CoA や分枝脂肪酸-CoA、ならびに胆汁酸前駆体

の輸送に関与する[12 - 16]（Fig. 1）。多くのトランスポーターが 12 回膜貫通型のタンパク質
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であるのに対して、ABCD1、2、及び 3 は 6 回膜貫通型であり、ホモダイマーまたはヘテロ

ダイマーとして機能すると考えられている[12, 17, 18]。 

 

ペルオキシソームに局在するタンパク質の欠失やペルオキシソーム形成異常によって引

き起こされる疾患は、ペルオキシソーム病と呼ばれる。ペルオキシソーム病は、ペルオキシ

ソームの機能全般が障害されるペルオキシソーム形成異常症と、ペルオキシソームに局在

する個々のタンパク質が欠損する単独酵素欠損症に分類される。Zellweger 症候群は代表的

なペルオキシソーム形成異常症であり、前述のように生後数ヶ月で死に至る最も重篤なペ

ルオキシソーム病である。単独酵素欠損症としては、ABCD1 欠損症である X 連鎖性副腎白

質ジストロフィー（X-linked adrenoleukodystrophy; X-ALD）や ABCD3 欠損症、ACOX1 欠損

症、ならびに DBP 欠損症などが知られ、いずれも中枢神経系異常をはじめ多彩な臨床像を

呈する[5, 6, 10, 16]。このうち、X-ALD は最も発生頻度の高いペルオキシソーム病であり、

出生男児およそ 17,000 人に 1 人の割合で発症する[19]。生化学的な所見としてはリグノセ

リン酸（C24:0 FA）やセロチン酸（C26:0 FA）などの VLCFA 増加が認められる。X-ALD に

は中枢神経障害を呈する小児大脳型（childhood cerebral type; CC）（30～35％）や思春期大脳

型（4～9％）、成人期大脳型（20％）、小脳脳幹型（8％）の他、脊髄障害を呈する副腎脊髄

ニューロパチー（adrenomyeloneuropathy; AMN）（25％）や副腎不全のみを示す Addison 型な

ど多彩な臨床型がある。ABCD1 遺伝子変異はすでに 732 種類がデータベース（http://www.x-

ald.nl）に掲載されているが、この遺伝子変異と臨床型との間には相関がなく、多彩な臨床

型は ABCD1 の遺伝子変異型では説明できない。また、VLCFA の蓄積度合と臨床型の重症

度も相関せず、大脳型病変部で観察される脱髄に VLCFA がどのように関わっているかも明

確ではない[20]。 

 

以上より、ペルオキシソームにおける脂肪酸代謝不全は多くの場合、神経細胞の移動およ

び軸索を取り巻く髄鞘の形成や維持を困難とし、致命的な障害をもたらすと思われる。しか

しながら、現在に至るまでペルオキシソームの欠損またはペルオキシソームにおける脂肪

酸 β 酸化機能不全による疾患発症機構の詳細は不明なままであり、ペルオキシソームの機

能に関するより詳細な研究が必要とされている。そこで本研究では、ペルオキシソームの生

理的、病態生理的役割の解明を目的として種々の検討を行った。本論文は 2 章から構成され

ており、第 1 章ではペルオキシソームが担う脂肪酸代謝の解析、第 2 章では X-ALD 患者に

おけるスフィンゴ脂質レベルの変化とそれに伴う細胞機能変化の解析を行った。第 1 章で

著者は、乳酸菌が産生するヒドロキシ脂肪酸がペルオキシソームの β 酸化によって代謝さ

れること及びペルオキシソームの脂肪酸酸化消去活性を増大させることを明らかとした。

第 2 章で著者は、X-ALD 患者血漿において飽和型 VLCFA 含有セラミド（ceramide; CER）

が有意に増加すること及びこの CER が動物細胞をアポトーシスから回避させることを明ら

かとした。  
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1. 1. 序論 

 ペルオキシソームはすべての真核生物が有する細胞内小器官であり、脂肪酸代謝に関わ

っている。ペルオキシソームが代謝消去する炭化水素鎖はミトコンドリアのそれよりも幅

広い。例えば、VLCFA やエイコサノイド、ジカルボン酸、分枝脂肪酸、及びある種の生体

異物などは、ペルオキシソームで専ら酸化消去される炭化水素である[4 - 7]。これらに加え

て、裸子植物に含まれるポリメチレン中断型多価不飽和脂肪酸（polymethylene-interrupted 

polyunsaturated fatty acid; PMI-PUFA）もペルオキシソームで鎖長短縮を受ける[21, 22]。例え

ば、C20 の PMI-PUFA は、ペルオキシソームで 2 サイクルの β 酸化を受けたのち小胞体に

おいて鎖長伸長され、リノール酸や α-リノレン酸といった必須脂肪酸へと変換される。す

なわちペルオキシソームは、動物にとって一般的でない構造を有する脂肪酸を動物が使用

可能な形（必須脂肪酸）にする代謝系に関与する。このようにペルオキシソームにおける脂

質代謝は、高等動物の脂質分子の質と量の維持に重要な役割を果たしている。 

 

 腸内細菌は宿主が摂取した食物由来の成分を発酵させることで、様々な化合物を腸内で

産生することが知られている。これらの発酵産物には宿主の細胞に作用するものもある[23, 

24]。例えば、食物繊維の発酵によって産生される酪酸やプロピオン酸などの短鎖脂肪酸は、

FA 特異的な G タンパク質共役型受容体（GPR）43 を介して宿主の免疫応答[25]や肥満[26]

に影響を与えることが報告されている。また、腸内細菌は脂肪酸も発酵の対象として用いる

ことが知られており、例えばリノール酸（C18:2 FA）などの多価不飽和脂肪酸は飽和化反応

を受けてオレイン酸（C18:1 FA）へと変換される。Kishino らは最近、乳酸菌の一種である

Lactobacillus plantarum AKU1009a がリノール酸をオレイン酸へと変換する過程で、リノー

ル酸の二重結合部分にヒドロキシ基が導入された 10-hydroxy-cis-12-octadecenoic acid（HYA） 

や 10-hydroxy-octadecanoic acid（HYB）などのヒドロキシ脂肪酸（hydroxy fatty acids; HFAs）

や、カルボニル基が導入された 10-oxo-cis-12-octadecenoic acid（KetoA）や 10-oxo-octadecanoic 

acid（KetoB）などのオキソ脂肪酸（oxo fatty acids; OFAs）を相当量産生することを報告した

（Fig. 2）。HFAs は消化管から吸収され、循環血中においても検出可能な濃度で存在してい

た[27]。これら腸内細菌によって産生される脂肪酸の、生体や細胞に対する作用について精

力的な研究がなされている。例えば、HYA が GPR40 を介して腸管バリア機能を改善するこ

と[28]や KetoA が Ca2+透過性非選択性カチオンチャネルの transient receptor potential vanilloid 

1（TRPV1）を活性化してマウスのエネルギー消費を増大させること[29]、同じく KetoA が

ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体 γ（peroxisome proliferator-activated receptor γ; PPARγ）

の活性化を介して脂肪細胞の分化を誘導すること[30]、そして HFAs や OFAs が sterol 

regulatory element-binding protein 1（SREBP-1）mRNA 発現を減少させることによって脂質合

成に関与するタンパク質の遺伝子発現を減弱させること[31]などが報告されている。これら

一連の研究から、腸内細菌が産生する脂肪酸は消化管管腔から生体内、細胞外から細胞内へ
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と移行してその作用を発揮しうることが示唆されるが、細胞内に取り込まれた後の代謝的

な運命については全く分かっていなかった。 

 

本研究で著者は、腸内細菌が産生する脂肪酸の動物細胞内における代謝について調べる

ことを目的とした。腸内細菌が産生する脂肪酸のうち HFAs は、小腸や大腸だけでなく血中

においても検出可能な濃度で存在することが、マウスを用いた実験で明らかとなっている

[27]。そこで本研究では HFAs の代謝経路に焦点を当て、種々の実験を行った。 

 

 

 

Fig. 2. 腸内細菌によるリノール酸の飽和化反応の概略 

 乳酸菌などの腸内細菌はリノール酸のΔ9 位の二重結合を水和して HYA を産生する。続いて、

HYA のヒドロキシ基が酸化されて KetoA となり、KetoA 中のΔ12 位の二重結合が飽和化されて

KetoB が産生される。KetoB のカルボニル基が還元されて HYB となり、最終的に脱水されてオレ

イン酸へと変換される。なお、HYB はオレイン酸の水和反応によっても産生される。HFAs: hydroxy 

fatty acids, OFAs: oxo fatty acids。 
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1. 2. 実験方法 

1. 2. 1. 実験試薬 

 HYA 及び HYB は既報[27]に従い酵素合成した。リノール酸及び 4’,6’-diamidino-2-

phenylindole（DAPI）は和光純薬工業（大阪）から購入した。ウシ血清アルブミン（fatty acid-

free）（BSA）及びマルガリン酸（C17:0 FA）は Sigma-Aldrich （St. Louis, MO, USA）より購

入した。1,2-Diarachidoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DAPC）は Avanti Polar Lipids（Alabaster, 

AL, USA）から購入した。抗 peroxisomal membrane protein (PMP) 70 抗体（ab3421）、抗 ACOX1

抗体（ab184032）、及びヤギ抗ウサギ IgG (Alexa Fluor® 488)（ab150077）は Abcam（Cambridge, 

UK）から入手した。マウス抗 glyceraldehyde-3-phoshate dehydrogenase（GAPDH）抗体（5174）

は Cell Signaling Technologies（Danvers, MA, USA）、西洋ワサビペルオキシダーゼ（horseradish 

peroxidase; HRP）結合ヤギ抗ウサギ IgG（A24531）は Novex® by Life Technologies（Rockville, 

MD, USA）から、それぞれ購入した。その他の試薬は特級グレードの試薬を使用した。 

 

1. 2. 2. 細胞培養及び脂肪酸の添加方法 

 野生型チャイニーズハムスター卵巣（Chinese Hamster Ovary; CHO）細胞（CHO-K1）、

MKN74 ヒト胃がん細胞、及び Caco-2 ヒト結腸がん細胞は RIKEN セルバンク（つくば）よ

り入手した。ペルオキシソーム欠損型 CHO 細胞（CHO-zp102）は既報[21, 22, 32, 33]に従い、

peroxisome targeting signal-1 receptor をコードする Pex5 遺伝子を欠失させることにより作出

した。CHO 細胞は Ham’s F-12 培地、MKN74 細胞は RPMI1640 培地、及び Caco-2 細胞は

MEM 培地を用いて培養した。10%ウシ胎仔血清（fetal bovine serum; FBS）（Biowest（Noaillé, 

France））及び 1%ペニシリン-ストレプトマイシン（Gibco BRL, Life Technologies, Inc.

（Rockville, MD, USA））含有培地に懸濁した各細胞を 5×105cells/60-mm dishで播種し、37°C、

5% CO2 下で培養、実験に使用した。細胞の接着を確認後、種々の濃度の HFAs またはリノ

ール酸を BSA 複合体として培地に添加した。添加する脂肪酸と BSA のモル比が 3:1 となる

ように調製した[33]。 

 

1. 2. 3. 脂質の抽出と分析 

 培養上清または培養細胞中の脂質は Bligh & Dyer 法[34]により抽出した。抽出時、一定量

の DAPC を内部標準物質として加えた。抽出した脂質を 1 mL の 5%塩酸-メタノール試薬に

溶解して 100°C で 1 時間加熱し、脂肪酸メチルエステル（FAME）を調製した。得られた

FAME はガスクロマトグラフィー（GC）で分析した。以下に分析条件を示す。 

 分析機器：  Shimadzu GC-15A（島津製作所、京都） 

 カラム：  DB-225（30 m length, 0.25 mm ID, 0.25 μm film thickness） 

    （Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA） 

 昇温プログラム：100°C for 0.5 min 



-9- 

    100-195°C at 25°C/min 

    195-205°C at 3°C/min 

    205-240°C at 8°C/min 

    240°C for 10 min 

 導入部温度：  200°C 

 検出器：  水素炎イオン化検出器, 200°C 

 キャリア―ガス：He, 60 mL/min 

 

 一部の実験では薄層クロマトグラフィー（TLC）により脂質を分画した。トリアシルグリ

セロール（TG）及び遊離脂肪酸の分画には石油エーテル:ジエチルエーテル:酢酸 = 80:20:1 

(v/v/v)を、ホスファチジルエタノールアミン（PE）及びホスファチジルコリン（PC）の分画

にはクロロホルム:メタノール:28%アンモニア水 = 60:35:8 (v/v/v)を、展開溶媒としてそれぞ

れ用いた。単離した脂質は上述のように FAME へと変換し、GC で分析した。各脂肪酸量は、

内部標準物質として加えた DAPC に由来するアラキジン酸（C20:0 FA）のピークエリアと

それぞれの脂肪酸のピークエリアの比を取ることにより算出した。 

 

1. 2. 4. 細胞からの HFAs消失 

 50 µM の HFAs またはリノール酸で 3 時間細胞を処理した後、培地を脂肪酸不含培地へと

交換し、さらにインキュベートした。一定時間後に培地を除去して 0.3% BSA 含有リン酸緩

衝生理食塩水（PBS）で洗浄後、細胞を回収した。上述のように細胞から脂質を抽出し、FAME

調製後、GC 分析を実施した。 

 

1. 2. 5. HYA代謝物の同定 

 50 µM の HYA で 24 時間処理した細胞とその培養上清から脂質を抽出し、上述のように

FAME へと変換した。これを石油エーテル:ジエチルエーテル:酢酸 = 80:20:1 (v/v/v)を展開溶

媒として TLC で分離した。0.01%プリムリン溶液を TLC プレートに噴霧して UV 下で FAME

のバンドを確認し、それぞれのバンドをかきとった後にメタノールで抽出した。溶媒を窒素

気流下で留去し、得られた FAME を Sylon BTZ（Sigma-Aldrich）を用いてトリメチルシリル

化した。このトリメチルシリル化 FAME を GC-質量分析（GC-MS）に供した。GC-MS は既

報[35]に従い実施した。以下に分析条件を示す。 

 分析機器：  ガスクロマトグラフ；GC-17A（島津製作所、京都） 

    質量分析計；    GC-MS QP5050（島津製作所、京都） 

 カラム：  DB-225（30 m length, 0.25 mm ID, 0.25 μm film thickness） 

    （Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA） 

 昇温プログラム：100°C for 0.5 min 

    100-195°C at 25°C/min 
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    195-205°C at 3°C/min 

    205-240°C at 8°C/min 

    240°C for 10 min 

 導入部温度：  250°C 

 イオン源温度： 250°C 

 イオン化法：  電子イオン化法（70 eV） 

 キャリア―ガス：He, 60 mL/min 

 

1. 2. 6. 蛍光免疫染色及び共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察 

 細胞を 35-mm のガラスボトムディッシュに 2×105 cells で播種し、37°C、5% CO2下で接

着するまで維持した。溶媒、50 µM HYA、または 50µM リノール酸で 3、6、または 24 時間

処理した細胞は、4%パラホルムアルデヒド溶液で 37°C、20 分処理して固定した。1% BSA

含有 PBS で 3 回洗浄した後、固定した細胞を透過処理するために 1% BSA-0.1% Triton X-100

含有 PBS を加え、37°C で 20 分インキュベートした。1% BSA 含有 PBS で洗浄後、抗 PMP70

抗体（1:600、1% BSA 含有 PBS で希釈）で 37°C で 1 時間処理した。1% BSA 含有 PBS で 3

回洗浄した後、Alexa Fluor® 488 標識化ヤギ抗ウサギ抗体（1:500、1% BSA 含有 PBS で希釈）

でさらに 37°C で 1 時間処理した。再度 1% BSA 含有 PBS で 3 回洗浄した後、DAPI（1 μg/mL 

in PBS）で 37°C、15 分処理して核を染色し、PBS で洗浄したものをサンプルとして観察し

た。観察は 63 倍の油浸対物レンズを搭載した共焦点レーザー顕微鏡（Zeiss LSM 700）によ

り実施した。 

 

1. 2. 7. ウェスタンブロッティング 

 ウェスタンブロッティングは溶媒、50 µM HYA、または 50µM リノール酸で 24 時間処理

した細胞可溶化液を用いて実施した。細胞の可溶化は、lysis buffer（10 mM Tris-HCl（pH 7.4）、

0.1% Triton X-100、2 μg/mL aprotinin、2 μg/mL leupeptin、2 μg/mL pepstatin A、1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride）で行い、可溶化液のタンパク質濃度は bicinchoninic acid protein 

assay kit（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA）を用いて定量した。ドデシル硫酸ナト

リウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）は一定量のタンパク質を含むように

調製した細胞可溶化液と 10%アクリルアミドゲルを用いて実施した。その後、セミドライ

転写装置を用いて SDS-ポリアクリルアミドゲル中のタンパク質を polyvinylidene difluoride

膜に転写した。転写後の膜は、3% BSA-0.1% Tween 20 含有 20 mM Tris-buffered saline（TTBS、

pH 7.4）で 1 時間振盪してブロッキングした。ブロッキングした膜を抗 ACOX1 抗体（1:600、

TTBS で希釈）に浸し、4°C で一晩振盪した後、TTBS で 3 回洗浄した。続いて、膜を抗 GAPDH

抗体（1:1000、TTBS で希釈）に浸して 1 時間室温で振盪し、再度 TTBS で 3 回洗浄した。

HRP 結合ヤギ抗ウサギ抗体（1:20,000、TTBS で希釈）に浸して室温で 1 時間振盪した。十

分に TTBS で洗浄した膜を ECL Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare, Waukesha, 
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WI）で処理し、Fuji LAS-4000 imaging system（富士フィルム、東京）によってバンドを検出

した。バンドの強度は ImageJ によって定量し、GAPDH 量をローディングコントロールと

して補正した。 

 

1. 2. 8. 細胞の脂肪酸酸化消去活性に及ぼす HYAの効果 

 MKN74 細胞を 50 µM HYA または 50µM リノール酸で 24 時間処理し、その後 50 µM マ

ルガリン酸含有培地に交換した。0、3、18、または 24 時間後に細胞とその培養上清を別々

に回収し、上述のように脂質抽出、脂肪酸メチルエステルへの変換を行った。細胞または培

養上清中のマルガリン酸量を GC で定量した。 

 

1. 2. 9. 統計解析 

 2 群間の比較は Student の t 検定で行った。3 群間以上の場合は、一元配置分散分析（one-

way ANOVA）後に Tukey の方法で多重比較を行った。  
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1. 3. 結果 

1. 3. 1. HFAs処理した CHO細胞の細胞内 HFAレベル 

 CHO 細胞を 50 µM リノール酸（250 nmol/dish）と共に 24 時間インキュベートすると、野

生型細胞（CHO-K1）、ペルオキシソーム欠損型細胞（CHO-zp102）ともに顕著にリノール酸

を蓄積した（Fig. 3A）。このとき、両細胞間で蓄積したリノール酸量に差はみられなかった

（Fig. 3D）。一方、HFAs と共に 24 時間インキュベートした場合、両細胞共にリノール酸ほ

どは HFA を蓄積しなかった（Fig. 3B, C）、このとき、細胞間で比較すると、ペルオキシソー

ム欠損型細胞の方が野生型細胞よりも有意に HFA を蓄積した（Fig. 3E, F）。 

 

 CHO 細胞に取り込ませた脂肪酸の脂質クラス分布を調べたところ、リノール酸は PC や

PE、及び TG にアシル化されており、このうち TG に最も多く分布した（Fig. 3G）一方で、

HFAs は PC 及び PE にのみアシル化されており、TG へのアシル化や遊離脂肪酸としての存

在は確認されなかった（Fig. 3H, I）。なお、TLC 分画の際に TG のバンドが検出されたのは

リノール酸で処理した細胞由来の脂質のみであり、HFA で処理した細胞由来の脂質中 TG は

検出限界未満だった。野生型細胞の PC 及び PE にアシル化された HFAs 量と比較して、ペ

ルオキシソーム欠損細胞のそれらは有意に多かった（Fig. 3H, I）。これらの結果から、細胞

内に取り込まれた HFA の代謝経路がリノール酸のそれとは異なること、ペルオキシソーム

欠損細胞の方が野生型細胞よりも HFA を蓄積することが示唆された。 

 

  



-13- 

Fig. 3. リノール酸、HYA、または HYB 処理した細胞中脂質の脂肪酸プロファイル 

 野生型（CHO-K1）及びペルオキシソーム欠損型（CHO-zp102）細胞を種々濃度のリノール酸（A）、

HYA（B）、または HYB（C）とともに 24 時間インキュベートした。細胞脂質の脂肪酸組成を GC

によって定量した。（D-F）細胞脂質由来総脂肪酸に対するリノール酸（D）、HYA（E）、または HYB
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（F）の割合。（G-I）TLC を用いて分画した脂質クラスごとのリノール酸（G）、HYA（H）、または

HYB（I）量。PC; phosphatidylcholine, PE; phosphatidylethanolamine, TG; triacylglycerol, FFA; free fatty 

acid, N.D.; not detected。 

グラフは平均値±標準偏差（n = 3）で示し、P 値は Student の t 検定で算出した。アスタリスク（*）

は対応する CHO-K1 細胞の値に対して P<0.05 であることを意味する。 

 

 

1. 3. 2. CHO細胞におけるペルオキシソーム依存的な HFAsの消失 

 野生型及びペルオキシソーム欠損型細胞に脂肪酸を取り込ませ、その後の細胞からの消

失を追跡した。野生型細胞を 50 µM のリノール酸（250 nmol/dish）で 3 時間処理した時の細

胞内に蓄積したリノール酸は、約 15 nmol/dish だった。この細胞をリノール酸不含培地でさ

らに 24 時間まで培養した時、細胞内のリノール酸レベルはほとんど変化しなかった。同様

の結果がペルオキシソーム欠損細胞を用いた実験からも得られた（Fig. 4A）。対照的に、3 時

間の 50 µM HYA 処理によって野生型細胞に蓄積した HYA（約 2.2 nmol/dish）は、18 時間で

約 80%が消失した。しかしながら、ペルオキシソーム欠損細胞の場合、3 時間の前培養中に

取り込んだ HYA（2.5 nmol/dish）は、24 時間後も変わらず残存していた（Fig. 4B）。同様の

結果が HYB を用いた実験でも得られた（Fig. 4C）。すなわち、リノール酸とは異なり、HFAs

はペルオキシソーム依存的に代謝消去されることが示唆された。 

 

Fig. 4. CHO 細胞が取り込んだ脂肪酸の時間依存的な変動 

 野生型（CHO-K1）及びペルオキシソーム欠損型（CHO-zp102）細胞を 50 µM のリノール酸（A）、

HYA（B）、もしくは HYB（C）含有培地で 3 時間インキュベートし、これらの脂肪酸を取り込ませ

た。その後、脂肪酸不含培地に交換してさらに 24 時間までインキュベートした。グラフの横軸と

縦軸の起点はそれぞれ、脂肪酸不含培地に交換した時間、3 時間のインキュベートで蓄積した脂肪

酸量に対する相対値とした。 

各点は平均値±標準偏差（n = 3）で示し、P 値は Student の t 検定で算出した（*P<0.05）。 
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1. 3. 3. CHO細胞の培養系中からのペルオキシソーム依存的な HFAsの消失 

 CHO 細胞内外における HFAs の量的変化を調べるため、CHO 細胞の培地に脂肪酸を添加

し、一定時間後の細胞または培養上清中の脂肪酸を分析した。野生型 CHO-K1 細胞にリノ

ール酸を添加した時、インキュベート時間依存的に培地からリノール酸が消失した。この減

少量は細胞内で増加したリノール酸量と一致し、結果として、24 時間のインキュベーショ

ンで培養系中から完全に消失したリノール酸量は添加量（250 nmol）の約 5%だった（Fig. 

5A, ◯）。同様の結果がペルオキシソーム欠損型 CHO-zp102 細胞を用いた実験でも得られ

（Fig. 5A, ■）、両細胞間でリノール酸の挙動に差はなかった。すなわち、Fig. 5 でも観察さ

れたように、リノール酸の主要な代謝運命は細胞脂質へのアシル化であると思われる。培養

上清からの HFAs の減少の推移は、野生型とペルオキシソーム欠損型間で大きく異なってい

た。HYA を添加したペルオキシソーム欠損細胞において、24 時間後の培地からの減少量と

細胞内の増加量はそれぞれ、40 nmol と 15 nmol だった。すなわち、培養系中からの完全な

消失量は 25 nmol であり、これは添加した HYA（250 nmol）の 10%に相当する（Fig. 5B, ■）。

一方、野生型細胞の培養系からの消失量は 110 nmol であった。すなわち添加した HYA の約

44%が培養系中から完全に消失していた。これは、細胞内の蓄積量（10 nmol 以下）と培地

からの減少量（120 nmol）の不釣り合いに基因する（Fig. 5B, ◯）。HYB を用いた実験から

も同様の結果が得られた（Fig. 5C）。これらの結果からも、腸内細菌が産生する HFAs がペ

ルオキシソーム依存的に消去されることが示唆される。驚くべきことに、培地から消失した

HYA 量（120 nmol）は細胞脂質を構成する脂肪酸の総量（118 nmol, Fig. 5B）とほぼ同等で

あった。すなわち、この実験条件下では細胞内総脂肪酸量に相当する HFAs がペルオキシソ

ーム依存的に消去されたことになる。 
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Fig. 5. CHO 細胞内及び培養上清中 HFAs 量の時間依存的な変動 

 野生型（CHO-K1）及びペルオキシソーム欠損型（CHJO-zp102）細胞を 50 µM のリノール酸（A）、

HYA（B）、もしくは HYB（C）含有培地でインキュベートした。細胞と培養上清を別々に回収して

脂質を抽出し、脂肪酸分析に供した。右の列（Whole dish）は、各点における細胞内外の脂肪酸量

の和である。 

各点は平均値±標準偏差（n = 3）で示し、P 値は Student の t 検定で算出した（*P<0.05）。 

 

 

1. 3. 4. CHO細胞における HYA代謝物の同定 

 HYA は乳酸菌が示すリノール酸飽和化反応における第一産物であり、動物体内において

も最も豊富に存在する HFA である[27]。したがって、以降の実験では HYA を腸内細菌が産

生する HFAs の代表として使用することとした。 

 

 HYA を添加して一定時間後の CHO 細胞とその培養上清から別々に FAMEs を調製した。

HYA 代謝物を探索するためにこの FAMEs を TLC に供したところ、野生型 CHO-K1 細胞の

培養上清から調製した FAMEs においてのみ、HYA メチルエステルのバンドの直下に 2 本

のバンドが検出された（Fig. 6A）。この 2 本のバンド（upper 及び lower）及び HYA メチル

エステルのバンドから脂質を回収し、トリメチルシリル誘導体化後に GC-MS で分析した。

トリメチルシリル化 HYA メチルエステルのマススペクトル（Fig. 6C）は既報[36]と一致し

た。特徴的なフラグメントイオンはヒドロキシ基が結合した炭素の両隣で開裂したイオン

であり、ω 末端を含むフラグメント（m/z 213）、カルボン酸末端を含むフラグメント（m/z 
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273）、及びその脱メトキシ体（m/z 169）として帰属可能である。TLC で上部に位置する upper

バンドのマススペクトルでは m/z 245 及び m/z 141 が（Fig. 6E）、lower バンドのマススペク

トルでは m/z 217 及び m/z 113 が（Fig. 6G）、それぞれ m/z 213 に加えて検出された。m/z 273

と m/z 245 及び m/z 169 と m/z 141 の差は 28、m/z 273 と m/z 217 及び m/z 169 と m/z 113 の差

は 56 であり、この質量数は C2-、C4-メチレンユニットに相当する。したがって upper バン

ド中のマススペクトルは 8-hydroxy-cis-10-hexadecenoic acid、lower バンド中のそれは 6-

hydroxy-cis-8-tetradecenoic acid とそれぞれ帰属できる。これらは HYA が 1 及び 2 サイクル

の β 酸化を受けたときに産生される化合物に相当する。これらは野生型 CHO-K1 細胞の培

養上清においてのみ検出され、ペルオキシソーム欠損型 CHO-zp102 細胞の培養上清や両細

胞の細胞脂質からは全く検出されなかった（データ非掲載）。以上より、HYA はペルオキシ

ソームにおいて少なくとも 1～2 サイクルの β 酸化を受けており、その一部は細胞外へ放出

されることが明らかとなった。 

 

Fig. 6. HYA 代謝物の TLC と GC-MS 

 野生型（CHO-K1）及びペルオキシソーム欠損型（CHO-zp102）細胞に HYA を添加し、一定時間

経過後の培養上清から脂質を抽出、FAMEs を調製した。これを TLC に供し（展開溶媒; 石油エー

テル:ジエチルエーテル:酢酸=80:20:1）、HYA メチルエステルとその直下の 2 本のバンド（upper と

lower）を別個にかきとり、メタノールで抽出した。これらをトリメチルシリル誘導体化して GC-
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MS で分析した。（A）代表的な TLC 画像。TLC から単離してトリメチルシリル誘導体化した HYA

メチルエステル（B, C）、upper（D, E）、及び lower（F, G）のトータルイオンクロマトグラムと矢印

で示したピークのマススペクトル。それぞれのマススペクトル上部にフラグメントイオンから推定

される構造式を示した。なお、5 分より手前に検出されたピークはトリメチルシリル化試薬に由来

するピークである。 

 

 

1. 3. 5. HFA処理が CHO細胞のペルオキシソームの数に及ぼす作用の解析 

 Fig. 5 において、HFAs の消失速度は前半（0～6 時間）と後半（6～24 時間）で異なって

おり、後半においてその消失が加速しているように思われた。この所見から HFAs 処理によ

ってペルオキシソーム数が増加するのではないかと考え、その可能性を検証した。ペルオキ

シソーム膜に局在するトランスポータータンパク質の PMP70 に特異的な抗体を用いて蛍光

免疫染色を実施したところ、HYA 処理した野生型細胞においてペルオキシソーム数（緑の

ドット）が増加したように思われた。この増加は特に、細胞核近傍で顕著であった（Fig. 7A-

D）。本研究で使用したペルオキシソーム欠損型細胞（CHO-zp102）は PMP70 を含有するが

ペルオキシソーム機能を有さない膜構造物、いわゆるペルオキシソームゴーストを有する

ことが報告されている[32, 37]。本研究においても CHO-zp102 細胞は PMP70 陽性の構造体

を有していたが、これらの数は HYA 処理によって変化しなかった（Fig. 7F-I）。野生型 CHO-

K1 細胞のペルオキシソーム数に対するリノール酸の作用は、HYA の作用と比較して弱かっ

た（Fig. 7E）。また、ペルオキシソーム欠損 CHO-zp102 細胞におけるペルオキシソームゴー

ストの数は、リノール酸処理においても変化しなかった（Fig. 7J）。これらの結果から、HFAs

はペルオキシソームの生合成を増強することが示唆された。 

 

Fig. 7. CHO 細胞のペルオキシソーム数に対する脂肪酸の作用 

 野生型（CHO-K1）及びペルオキシソーム欠損型（CHO-zp102）細胞を溶媒（A, F）、50 µM HYA

（B-D, G-I）、または 50 µM リノール酸（E, J）で示した時間処理した。ペルオキシソームは、その
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局在タンパク質の PMP70 に特異的に結合する抗体を用いて染色した（緑）。核は DAPI で染色した

（青）。スケールバー：20 µm 

 

 

1. 3. 6. ヒト消化管細胞の培養系中からのペルオキシソーム依存的な HFAsの消失 

 腸内細菌が放出する HFAs が最初に接触するのは消化管上皮細胞である。ヒト消化管細胞

における HFA の代謝を調べるため、ヒト消化管由来の培養細胞のうち、中分化型管状胃腺

がん由来 MKN74 細胞及び結腸がん由来 Caco-2 細胞を用いて実験を行った。MKN74 細胞の

培地にリノール酸を添加した時、リノール酸の培地からの減少量と細胞内の増加量はほぼ

一致しており、添加後 24 時間で培養系中から完全に消失したリノール酸量は添加量の 8%

だった（Fig. 8A, ◯）。一方、HYA はリノール酸と同様に培地から消失していったが、細胞

内にはほとんど蓄積せず、24 時間のインキュベート時間中に培養系から完全に消失した

HYA は添加量の 41%になった。これはリノール酸消失量の 5 倍量である（Fig. 8A, ●）。同

様の結果が Caco-2 細胞を用いた実験からも得られた（Fig. 8B）。これより、げっ歯類細胞

（CHO-K1）だけでなくヒト消化管細胞においても、HFAs の代謝にはペルオキシソームで

の β 酸化が主として寄与することが明らかとなった。 

 

Fig. 8. ヒト消化管由来細胞の細胞内及び培養上清中 HFAs 量の時間依存的な変動 

 MKN74（A）及び Caco-2（B）細胞を 50 µM HYA またはリノール酸で処理し、一定時間後に細胞

と培養上清を別個に回収した。それらから脂質を抽出し、メチルエステルへと変換後、GC に供し

た。右の列（Whole dish）は、各点における細胞内外の脂肪酸量の和である。各点は平均値±標準

偏差（n = 3）で示した。 
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1. 3. 7. HFA処理がヒト消化管由来細胞のペルオキシソーム数に及ぼす作用の解析 

 MKN74 細胞及び Caco-2 細胞の PMP70（ペルオキシソームマーカー）を、特異的抗体を

用いて蛍光免疫染色した。CHO-K1 細胞の時と同様に、消化管細胞においても、HYA 処理

によって PMP70 に由来する蛍光、すなわちペルオキシソームの数が時間依存的に増加した。

また、リノール酸処理ではペルオキシソーム数に変化はなかった（Fig. 9）。よって、HFAs は

ヒト消化管細胞においてもペルオキシソームの生合成を活性化させることが示唆された。 

 

Fig. 9. ヒト消化管由来の細胞のペルオキシソームに対する脂肪酸の作用 

 MKN74 細胞及び Caco-2 細胞を溶媒（A, F）、HYA（B, C, G, H）、またはリノール酸（D, E, I, J）

で 3 または 24 時間処理した。ペルオキシソームは、その局在タンパク質の PMP70 に特異的に結合

する抗体を用いて染色した（緑）。核は DAPI で染色した（青）。スケールバー：20 µm 

 

 

1. 3. 8. ヒト消化管細胞のペルオキシソームにおける脂肪酸 β 酸化活性に及ぼす HFAs の

影響 

 アシル CoA オキシダーゼ 1（ACOX1）はペルオキシソームにおける β 酸化の律速酵素で

ある。Fig. 9 において、ヒト消化管細胞のペルオキシソーム数が HYA 処理によって増加し

たことから、HYA が ACOX1 タンパク質量を増加させるのかウェスタンブロッティングに

より確認した。その結果、HYA で 24 時間処理した時、両細胞において ACOX1 タンパク質

量が有意に増加した。一方、リノール酸処理と溶媒処理間では ACOX1 量に差はなかった

（Fig. 10A-D）。さらに、HYA 処理によって脂肪酸代謝活性が増強されるかを、HYA または

リノール酸で前処理した MKN74 細胞で調べた。培養上清からのマルガリン酸減少量は、

HYA、リノール酸どちらで処理した細胞でも同程度であった。しかしながら、HYA で前処

理した細胞では、細胞内マルガリン酸量がリノール酸で前処理した細胞のそれと比較して

約半分だった（Fig. 10E）。マルガリン酸の鎖長伸長物は若干量検出されたが、両細胞間で有
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意な差は観察されなかった（データ非掲載）。以上より、HYA はペルオキシソーム生合成を

増強して脂肪酸 β 酸化活性を増大させることが明らかとなった。 

 

Fig. 10. ヒト消化管細胞におけるアシル CoA オキシダーゼタンパク質量及び脂肪酸酸化消去活性

に対する HYA の作用 

 溶媒、50 µM リノール酸、または HYA で 24 時間処理した MKN74 及び Caco-2 細胞を可溶化し、

ウェスタンブロッティングに供した。（A, B）MKN74（A）及び Caco-2（B）細胞可溶化液を用いて

実施したウェスタンブロッティングの代表的な画像。（C, D）MKN74（C）及び Caco-2（D）細胞の

ACOX1 量。それぞれの ACOX1 のバンド強度を GAPDH のそれで除することにより補正した。各

群の値は平均値±標準偏差（n = 3 for MKN74, n = 6 for Caco-2）で示し、P 値は one-way ANOVA 後

に Tukey の方法で算出した（*P<0.05）。（E）MKN74 細胞の細胞内及び培養上清中マルガリン酸量

の時間依存的な変動。50 µM HYA またはリノール酸で 24 時間前処理した細胞に 50 µM マルガリン

酸を添加し、一定時間後に細胞と培養上清を別個に回収した。それらから脂質を抽出して FAMEs

へと変換後、GC に供した。右の列（Whole dish）は、各点における細胞内外の脂肪酸量の和である。

各点は平均値±標準偏差（n = 3）で示し、P 値は Student の t 検定で算出した（*P<0.05）。 
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1. 4. 考察 

 腸内細菌の一種である乳酸菌の Lactobacillus plantarum は、不飽和脂肪酸の二重結合を単

結合へと変換、すなわち飽和化する過程で HFAs を相当量産生する[27]。HFAs は GPR40 [28, 

38]や GPR120[39]のリガンドとして作用し、哺乳類細胞の機能に影響を与えることが示され

ている。本研究で著者は、HFAs の動物細胞における代謝経路について調べた。 

 

 HFAs がペルオキシソームの β 酸化によって専ら代謝されることを、著者は明らかとした。

本結論は以下の知見により導かれる。すなわち、1）野生型 CHO-K1 細胞が HFAs を細胞内

に保持しなかったのに対し、ペルオキシソーム欠損型 CHO-zp102 細胞は保持したこと（Fig. 

3, 4）、2）添加した HYA の培養系中からの消失量は野生型細胞と比べ、ペルオキシソーム欠

損細胞で著しく減弱していること（Fig. 5）、及び 3）HYA の C2、C4 鎖長短縮物が野生型細

胞においてのみ検出されたことである（Fig. 6）。ペルオキシソームは VLCFA やジカルボン

酸、分枝脂肪酸、及びある種の生体異物を酸化消去することが知られている[4 - 7]。さらに、

プロスタグランジン類[40, 41]やトロンボキサン B2[42]、ロイコトリエン類[43, 44]、ヒドロ

キシエイコサテトラエン酸[45]、及び PMI-PUFA[21, 22]などもまた、ペルオキシソーム依存

的に代謝される。本研究で著者は初めて、腸内細菌が産生する HFAs がペルオキシソームに

おける β 酸化によって鎖長短縮を受けることを証明した。 

 

 細胞内に取り込まれた HFAs は TG や遊離脂肪酸としてではなく、PC や PE にアシル化さ

れていた一方で、取り込まれたリノール酸の大部分が TG にアシル化されていた。PC や PE

は細胞膜を構成する主要なリン脂質であることから、HFAs がこれらにアシル化されること

で膜の性質や、そこに局在する酵素の活性などに影響を及ぼすかどうか、調べていく必要が

ある。 

 

 α 酸化及び β 酸化は、ペルオキシソームにおける脂肪酸分解経路として機能する。本研究

で著者は、HYA が C2-及び C4-メチレンユニット分鎖長短縮を受けた代謝物を、野生型 CHO-

K1 細胞の培養上清から同定した。この時、奇数鎖長の HYA 代謝物は検出されなかったこ

とから、HFAs はペルオキシソームにおける β 酸化によって鎖長短縮されると考えられる。

野生型細胞において検出された HYA の C2、C4 鎖長短縮物量は、培地から完全に消失した

HYA の約 20%であった（データ非掲載）。その他の代謝物の構造は明らかとできなかった

が、これらはさらにペルオキシソームにおける β 酸化を受けて鎖長短縮されるのかもしれ

ない。過去に、哺乳類におけるリシノール酸代謝物の一つとして、tetrahydro-2,5-furan-diacetic 

acid が報告されている[46]。リシノール酸（12-hydroxy-cis-9-octadecenoic acid）は HYA の位

置異性体なので、類似の構造を有する代謝物が HYA からも作られると予想した。しかしな

がら、当該または類似化合物の検出を目的として実施した質量分析からは、良好な結果は得
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られていない。動物細胞における HYA の最終代謝産物を決定づけるにはさらなる研究を必

要とする。 

 

 培養系中から消失した総脂肪酸量のうち、ペルオキシソームによって酸化消去された脂

肪酸量はペルオキシソーム欠損細胞と野生型細胞間での消失量の比較により推定可能であ

る。本研究において、24 時間のうちにペルオキシソームにおける β 酸化によって消去され

た HFAs 量は細胞脂質に含まれる脂肪酸量と同等であった（Fig. 5）。このように大量の HFAs

が急速に消去された要因の一つは、ペルオキシソームにおける β 酸化活性の増強であると

思われる。この結論は、1）HYA 処理した細胞内でペルオキシソーム生合成が誘導されたこ

と（Fig. 7, 9）及び 2）ACOX1 タンパク質量や脂肪酸酸化消去活性が HYA 処理によって増

大したこと（Fig. 10）から導かれる。本研究ではペルオキシソーム及びその関連酵素量の増

加メカニズムについては明らかとできていないものの、HYA は PPAR[30]や TRPV1[29]のリ

ガンドとして作用すること、これら受容体活性化の下流でペルオキシソームの β 酸化が増

強されること[47, 48]から、HYA は PPAR や TRPV1 に作用することで脂肪酸酸化活性を増

強させたと考えられる。 

 

 Specific pathogen free 条件下で無菌飼料を摂餌させたマウスの血漿における HYA 濃度は、

およそ 50 nM であると報告されている[27]。したがって、本研究で用いた 10 µM 及び 50 µM

の HFA は、かなり高濃度であるかもしれない。しかしながら、食物の消化を司る胃や腸の

上皮細胞は、より高濃度の微生物代謝物に曝露していると思われる。我々は、1 日に約 13 g

のリノール酸を食事から摂取しており[49]、そのうちの 25%が HFAs へと変換される[35]。

また、消化管管腔への外分泌液及び食事からの水分摂取量の総和がおよそ 10 L/day である

こと[50]を考慮すると、消化管管腔におけるリノール酸や HFAs 濃度はサブ mM 程度まで到

達する可能性がある。 

 

 脂質異常症は心血管疾患の重大なリスクファクターである。血中 TG 値を改善する戦略の

一つとして、ペルオキシソーム機能増強が挙げられる。フィブラート系化合物[47]に加え、

エイコサペンタエン酸[51]やドコサヘキサエン酸[52]を含有する魚油がペルオキシソームに

おける β 酸化活性を増強することが知られており、実際、これらは脂質異常症治療薬として

広く用いられている。本研究で著者は、腸内細菌が産生する HFAs で消化管細胞や動物細胞

を刺激することにより、ペルオキシソームでの β 酸化活性が増強されることを示した。ま

た、この効果により外因性 HFAs だけでなく、内因性飽和脂肪酸の β 酸化による消去が亢進

することも示した。消化管に存在する細菌はこのような化合物放出を介し、我々の脂質代謝

能に影響を与えている可能性がある。 

 

 本研究をまとめると、腸内細菌が産生する HFAs がペルオキシソームでの β 酸化によって
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鎖長短縮されること、及び HYA 処理によってペルオキシソームの β 酸化活性が増強される

ことを、著者は明らかとした（Fig. 11）。今後さらに研究が進むことにより、腸内細菌由来

脂肪酸が脂質異常症予防や治療薬へ応用されることが期待される。 

 

 

Fig. 11. 腸内細菌が産生するリノール酸代謝物の細胞内における分解経路と脂質代謝増強作用の概

略図 

 乳酸菌などの腸内細菌は食事性に摂取されたリノール酸から HFA を産生する。これらは細胞に

取り込まれた後、ペルオキシソームで鎖長短縮を受ける一方でペルオキシソームの数及び脂肪酸代

謝関連酵素量を増大させる。結果として、HFA の代謝が促進されるとともに他の脂肪酸酸化消去活

性も増強され、宿主の脂質代謝能が向上すると予想される。 
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第 2章 

X 連鎖性副腎白質ジストロフィー患者血漿における 

セラミド種の分析とその主要分子種の細胞に与える 

影響に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

2.  
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2. 1. 序論 

 炭素数 22 以上の脂肪酸は極長鎖脂肪酸（VLCFA）と呼ばれ、炭素数 12 以上の長鎖脂肪

酸の中でも別のカテゴリーとして認識されている。哺乳類における主要な VLCFA はリグノ

セリン酸（C24:0 FA）及びネルボン酸（C24:1 FA）であり[53]、これらの多くは、ほとんど

の組織においてスフィンゴ脂質の N-アシル基として存在する。例えば、ヒトの脳白質中ス

フィンゴミエリン（SphM）の約 3 分の 1 が C24:0 FA または C24:1 FA を含有する。また、

脳白質のガングリオシドやセレブロシドなど、その他のスフィンゴ脂質も VLCFA を豊富に

含むことが知られている[54]。 

 

動物細胞内において、VLCFA はペルオキシソームによって分解される[4 - 7]。緒言で述べ

たように、VLCFA はミトコンドリアでは代謝されずペルオキシソームでのみ酸化分解され

るので、ペルオキシソーム形成異常症や VLCFA 代謝に関与するタンパク質の欠損症（単独

酵素欠損症）では全身性に VLCFA が蓄積する。また、VLCFA の蓄積との関連は明確では

ないが、多くのペルオキシソーム病では中枢神経系異常が見られる[5, 6, 10, 16]。 

 

ペルオキシソーム病の中で最も発生頻度が高いものとして X 連鎖性副腎白質ジストロフ

ィー（X-ALD）が挙げられる。X-ALD もまた、血漿や組織中 VLCFA 値、とりわけ C24:0 FA

やセロチン酸（C26:0 FA）の増加[55]や、中枢/末梢神経における脱髄及び副腎不全によって

特徴づけられる[19, 20, 56, 57]。このことから、ペルオキシソームにおける VLCFA 代謝は神

経機能の維持において重要な役割を担うことが容易に想像されるが、VLCFA 蓄積によって

引き起こされる脱髄/神経変性の詳細なメカニズムは明らかとなっていない[20]。また、X-

ALD には様々な臨床型が知られており、最も予後不良の小児大脳型（CC）と比較的軽症で

病状の進行も緩徐な副腎脊髄ニューロパチー（AMN）が主要な臨床型であるが、VLCFA 蓄

積量と臨床型、その症状の進行に相関性がなく[58]、臨床型や予後の決定要因は不明である。

すなわち、脂質クラスごとの VLCFA レベルと臨床症状間の関連について、より詳細に調べ

る必要があると考えられる。これまでにグリセロ型脂質を対象とした詳細な分析はいくつ

か行われている[59 - 61]。しかしながらスフィンゴ脂質を対象としたこのような検討は、つ

い最近 Lee ら[62]が X-ALD 患者由来線維芽細胞の詳細な脂質分析を報告するまでは、Pettus

らの非常に限られた分子種のみを分析した研究[63]にとどまっていた。 

 

 前述のように、スフィンゴ脂質は VLCFA を N-アシル鎖として豊富に含有する脂質群で

ある。セラミド（ceramide; CER）はスフィンゴ脂質代謝の中心に位置する[64 - 67]一方、細

胞周期の停止や分化、及びアポトーシスなどに関与する細胞内シグナル伝達分子としても

機能する[68, 69]。最近の研究から、異なる鎖長の N-アシル鎖を有する CER は、異なる（病

態）生理学的役割を果たすことが明らかとなってきている[70]。すなわち、X-ALD のような
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VLCFA の代謝異常は CER 分子種組成の変化を介し、細胞機能に影響を及ぼす可能性があ

る。そこで本研究では VLCFA 含有脂質の中でも CER に着目し、健常人や X-ALD 患者の血

漿中 CER の解析と、VLCFA やそれを含有する CER（VLC-CER）のアポトーシスに与える

影響の解析を行った。 

  



-28- 

2. 2. 実験方法 

2. 2. 1. 実験試薬 

 N-lauroyl-D-erythro-sphingosine（C12:0 CER）、N-palmitoyl-D-erythro-shingosine（C16:0 CER）、 

N-lignoceroyl-D-erythro-sphingosine（C24:0 CER）、N-lauroyl-ceramide-1-phosphate（C12:0 C1P）、

N-palmitoyl-ceramide-1-phosphate（C16:0 C1P）、N-lignoceroyl-ceramide-1-phosphate（C24:0 C1P）、

及び N-[11-(dipyrrometheneboron difluoride)undecanoyl]-D-erythro-sphingosine（C11 TopFluor® 

Ceramide）は Avanti Polar Lipids（Alabaster, AL, USA）から購入した。fatty acid-free BSA、マ

ウス抗 CER モノクローナル抗体（MID 15B4）、アガロース、及びアラキジン酸（C20:0 FA）

は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）より購入した。パルミチン酸（C16:0 FA）及びステ

アリン酸（C18:0 FA）は東京化成（東京）から、オレイン酸（C18:1 FA）はナカライテスク

（京都）から、リノール酸（C18:2 FA）及び 4’,6’-diamidino-2-phenylindole（DAPI）は和光純

薬工業（大阪）から、それぞれ購入した。C24:0 FA 及び C24:1 FA はフナコシ（東京）から

入手した。C26:0 FA は Chem-Implex international（Wood Dale, IL）から得た。プロテイナー

ゼ K、RNase、100bp DNA ラダー、BlueJuiceTM Gel Loading Buffer は Invitrogen（Carlsbad, USA）

より購入した。ヤギ抗マウス IgG（Alexa Fluor® 488）（ab150117）は Abcam（Cambridge, UK）

から入手した。その他の試薬は特級グレード、HPLC グレード、もしくは LC-MS グレード

の試薬を使用した。 

 

2. 2. 2. 血漿及び血清の調製 

 本研究の内容はヘルシンキ宣言に従い、徳島大学（No. 2653 for healthy subject, No. 2726 for 

X-ALD patients）及び岐阜大学（No. 27-143）の倫理委員会で審議され承認を得て行われたも

のである。すべての健常人、患者、またはその後見人より同意を得て血液を採取した。健常

人の血液は、徳島大学病院感染制御部にて採血した。血漿分離には EDTA･2K 顆粒入りの採

血管（NP-EK0405, ニプロ（大阪））を、血清分離には血清分離剤入りの採血管（NP-SP1016, 

ニプロ（大阪））をそれぞれ用いた。採取した血液は、直ちに（血漿用）または約 30～60 分

間室温で放置後に（血清用）、遠心分離（3000 rpm, 5 min, 3°C）を行った。それぞれの採血

管の上清をコニカルチューブに分取し、実験に使用するまで-80°C で保管した。X-ALD 患者

の血漿は、岐阜大学生命科学総合研究支援センターゲノム研究分野 下澤伸行教授より頂い

た。健常人及び X-ALD 患者の平均年齢を Table 1 に示す。なお、患者血漿の分析は盲検的

に実施し、すべての分析終了後に患者の臨床タイプが開示された。 
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Table 1. 健常人及び X-ALD 患者の被験者数及び平均年齢 

年齢は平均値±標準偏差で示す。CC; childhood cerebral, AdolC; adolescent cerebral, AMN; 

adorenomyeloneuropathy 

 Healthy  X-ALD 

 Male Female  CC (male) AdolC (male) AMN (male) Carrier (female) 

n 6 4  4 1 5 1 

Age (year) 32.0 ± 11.4 24.3 ± 2.2  6.8 ± 1.3 14 50.6 ± 19.5 79 

 

 

2. 2. 3. ヒト血漿または血清からの脂質抽出 

 ヒト血漿または血清 0.1 mL からの脂質抽出は Bligh & Dyer 法[34]により実施した。簡潔

に示すと、血漿または血清 0.1 mL に 1.0 mL のクロロホルム、2.0 mL のメタノール、及び

0.7 mL の KCl 水溶液（40 mg/mL）を加え、10-20 秒超音波処理した。ここに 50 pmol の C12:0 

CER を内部標準物質として加え、さらにクロロホルムと蒸留水（以下 H2O）をそれぞれ 1.0 

mL ずつ加えた。5 M HCl を用いて水層の pH を 2-3 に調整し、1,100×g で 5 分間の遠心分離

を行った。有機層を回収し、残りの水層に 2.0 mL のクロロホルムを加え再度遠心分離を行

った。回収した有機層を先の有機層と合わせ、窒素気流下で留去した。得られた残渣を 800 

µL のメタノールに溶解し、非極性フィルター（クロマトディスク 4N, 0.2 µm, クラボウ（大

阪））でろ過した。このろ液を窒素気流下で留去して得られた残渣に 100 µL の 5 mM ギ酸ア

ンモニウム含有メタノール:ギ酸=99:1（v/v）を加え、液体クロマトグラフィー/タンデム質量

分析（LC-MS/MS）用サンプルとした。 

 

2. 2. 4. 細胞培養と処理 

 CHO-K1 細胞は、1. 2. 2.で示した方法で維持した。細胞は 35-mm プラスチックディッシ

ュ（CELLSTAR® Advanced TCTM（Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany））またはガラスボ

トムディッシュ（IWAKI（東京））に 2 × 105 cells/dish で播種し、その翌日に種々の濃度の

CER または脂肪酸を培地に添加した。脂質は 0.3% BSA 含有 PBS に溶解させて培地に添加

した。細胞を 0.3% BSA 含有 PBS で洗浄し、細胞表面に付着している脂質を除去した後、

種々の実験に使用した。 

 

2. 2. 5. 培養細胞の脂質分析 

 2. 2. 3.と同様の方法により、細胞から脂質を抽出し LC-MS/MS 分析に供した。CER の取

り込みを調べる実験では細胞から脂質を抽出する際、50 pmol C12:0 CER に加えて 50 pmol 

C12:0 C1P も内部標準物質として加えた。TopFluor® CER の取り込み実験は 3 µM の C11 

TopFluor® CER 存在下、37°C または 4°C で 1、6、もしくは 18 時間細胞をインキュベートし

た。この細胞から抽出した脂質をTLCにアプライし、1-ブタノール:酢酸:H2O=60:20:20（v/v/v）
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を展開溶媒として分離した。TopFluor®基を有する脂質は、UV ランプ下で可視化した。C24:0 

FA 取り込み実験では 0、15、30、60、または 180 分間 10 µM C24:0 FA とともに細胞をイン

キュベートした。この細胞から脂質を抽出し、1. 2. 3.に示した方法で GC を行った。 

 

2. 2. 6. LC-MS/MS分析 

 2. 2. 3.または 2. 2. 5.で調製したサンプルは以下の条件で LC-MS/MS に供した。また、多

重反応モニタリング（Multiple Reaction Monitoring; MRM）モードでスフィンゴ脂質の各分子

種を検出するために設定したパラメーターを Table 2 に、プロダクトイオンの構造を Fig. 12

に示す。 

 オートサンプラー： HTS PAL（CTC Analytics, Zwingen, Switzerland） 

 LC：   Agilent 1100 Series HPLC Value System（Agilent Technologies） 

 カラム：  Cadenza CD-C18（50×2 mm, 3 µm particle, Imtakt（京都））, 42°C 

 移動相：  5 mM ギ酸アンモニウム含有メタノール:ギ酸=99:1（v/v） 

 流速：  300 mL/min. 

 MS：   4000 QTRAP LC/MS/MS System（AB SCIEX） 

 イオン化法：  エレクトロスプレーイオン化法 

 分析法：  MRM、陽イオンモード 

 

Table 2. 各スフィンゴ脂質分子種を測定するために設定したパラメーター 

 N-acyl moiety 
Precursor ion/product ion 

(m/z) 

Declustering potential 

(eV) 

Collision energy 

(eV) 

 C12:0 (I.S.) 562.42/264.40 81 41.0 

C1P C16:0 618.49/264.40 81 43.5 

 C24:0 730.61/264.40 81 56.0 

 C12:0 (I.S.) 482.46/264.40 40 35.0 

 C16:0 538.52/264.40 40 40.0 

 C18:0 566.55/264.40 40 42.5 

 C20:0 594.58/264.40 40 45.0 

CER C22:0 622.61/264.40 40 48.0 

 C24:0 650.65/264.40 40 50.0 

 C24:1 648.63/264.40 40 50.0 

 C26:0 678.68/264.40 40 52.5 

 C26:1 676.66/264.40 40 52.5 
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Fig. 12. スフィンゴ脂質のプロダクトイオンの構造 

 C16:0 を N-アシル基として有するスフィンゴ脂質の構造を例として示している。衝突誘起解離エ

ネルギーの印加によって破線矢印で示した箇所が切断され、オレンジで囲ったプロダクトイオン

m/z 264.4 が生成する。図中の X=H の時 CER、X=H2PO3の時 C1P となる。 

 

 

2. 2. 7. 検出効率の補正に用いる検量線の作成 

 内部標準物質 C12:0 CER の濃度１.0 に対してそれぞれ 0.25、0.5、1.0、または 2.0 の濃度

で混合後 2. 2. 6.のように測定し、それらのピーク面積値を得た。各点のピーク面積比を縦

軸、モル比を横軸にプロットして検量線を作成した（Fig. 13）。検量線は C16:0 CER、C16:0 

C1P、C24:0 CER、C24:0 C1P について作成した。 

 

Fig. 13. 検出効率の補正のための検量線 

 C16:0 CER と C12:0 CER（A）、C24:0 CER と C12:0 CER（B）、C16:0 C1P と C12:0 C1P（C）、及び C24:0 

C1P と C12:0 C1P（D）との間で検量線を作成した。各点は平均値±標準偏差（n = 3）で示す。 

 

 

2. 2. 8. LC-MS/MSによるスフィンゴ脂質の定量的解析 

 2. 2. 6.の分析により得られた各分子種のピーク面積値と内部標準物質のそれを用いてス
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フィンゴ脂質レベルを定量した。長鎖型（N-アシル鎖長＜C22）分子種の検出効率の補正に

は C16:0 分子種の検量線の傾き、極長鎖型（≧C22）分子種の補正には C24:0 分子種の検量

線の傾きをそれぞれ用いた。計算式を以下に示す。 

 

𝑙𝑖𝑝𝑖𝑑 =
 𝑛 × 

𝐴𝑟𝑒𝑎 (𝑙𝑖𝑝𝑖𝑑)
𝑓 ×  𝐴𝑟𝑒𝑎 (𝐼. 𝑆. )

𝑉
 

 

 

2. 2. 9. 細胞の染色及び共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察 

 細胞を 35-mm のガラスボトムディッシュに 2 × 105 cells で播種した翌日、溶媒、3 µM C24:0 

CER、または 3 µM C11 TopFluor® CER を添加し、37°C または 4°C で種々の時間インキュベ

ートした。その後の染色方法は 1. 2. 6.と基本的には同じだが、抗 CER 抗体は 50 倍希釈、

Alexa Fluor® 488 標識化ヤギ抗マウス抗体は 500 倍希釈でそれぞれ用いた。 

 

2. 2. 10. UV誘導性アポトーシス 

 細胞を 35-mm プラスチックディッシュに 2 × 105 cells で播種した翌日、培地を無血清培地

に交換し、6 時間インキュベートした。培地を PBS に交換し、細胞に UV を 15 mJ/cm2の強

度で照射した。その後速やかに溶媒、種々濃度の脂肪酸、または CER 含有無血清培地を添

加し、さらに 2 時間インキュベートした。一部の実験では、細胞を C24:0 CER で 6 時間処

理した後 UV 照射した。 

 核の形状の観察 

 PBS で洗浄後に 4%パラホルムアルデヒド溶液を加え 37°C で 20 分処理することにより、

細胞を固定した。PBS で 3 回洗浄した後、DAPI（1 µg/mL in PBS）で 37°C 条件下、15 分処

理して核を染色した。この細胞を蛍光顕微鏡（Zeiss Axio Vert. A1, Germany）を用いて観察

し、1 枚のディッシュにつき最低でも 8 点の画像を取得した。凝集または断片化した核を有

する細胞をアポトーシス細胞、インタクトな核を有する細胞を生存細胞とし、1 画像中の生

存細胞の割合を基に、以下のようにスコア化した；0 = 0～20%、1 = 20～40%、2 = 40～60%、

3 = 60～80%、4 = 80～100%。 

 DNA 断片化アッセイ 

 UV 照射 2 時間後の細胞と培養上清を回収し、2100 rpm で 5 分間遠心分離を行った。得ら

れた細胞ペレットに lysis buffer（100 mM Tris-HCl (pH 8.5)、5 mM エチレンジアミン四酢酸

lipid 

n 

Area 

f 

V 

: 目的の脂質レベル 

: 内部標準物質の添加量 

: ピーク面積値 

: 検量線の傾き 

: 脂質抽出に用いた血漿/血清の量または細胞のタンパク質量 
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（EDTA）、0.2 M NaCl、0.2%ドデシル硫酸ナトリウム、0.2 mg/mL プロテイナーゼ K）を 330 

µL 加え、37°C で 1 時間インキュベートした。さらにプロテイナーゼ K を 10 µL 加え、50°C

で 30 分インキュベートして完全に細胞を可溶化した。これに 141 µL の 5 M NaCl 及び 471 

µL の 100%エタノールを加え、-80°C で 30 分静置した。この溶液を 15,000 rpm、4°C で 15

分間遠心分離して得られた沈査に 20 µL の 10 mM Tris-HCl (pH 7.2)及び 2 µL の RNase を加

え、37°C で 30 分インキュベートして RNA を分解した。これを DNA 溶液として 1.5%アガ

ロースゲルに負荷し、Tris-酢酸-EDTA buffer（40 mM Tris-酢酸/1 mM EDTA (pH 8.3)）を泳動

buffer として電気泳動を行った。泳動終了後、GelRed®（Biotium, Hayward, CA）でゲルを染

色し、Fuji LAS-4000 imaging system（富士フィルム、東京）によってバンドを検出した。 

 カスパーゼ 3 活性測定 

 上述のように細胞を回収、可溶化し、一定量を caspase-3 colorimetric assay kit（Abcam, 

Cambridge, UK）に供した。可溶化液のタンパク質濃度を bicinchoninic acid protein assay kit

（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA）を用いて定量し、カスパーゼ 3 活性を補正し

た。 

 

2. 2. 11. 統計解析 

 1. 2. 9.に示した方法で行った。 
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2. 3. 結果 

2. 3. 1. 健常人血漿または血清における CERレベル 

 ヒト血漿由来脂質抽出物を LC-MS/MS で分析したところ、C12:0（内部標準物質）、C18:0、

C20:0、C22:0、C24:0、C24:1、C26:0、及び C26:1 CER が単一のピークとして検出された（Fig. 

14）。C16:0 CER については 2 本のピークが検出されたが、C16:0 CER 標準品との比較によ

り 1.8 分付近に検出された 2 本目のピークを C16:0 CER と帰属した。これらのピーク面積

値と内部標準物質のピーク面積値を基に各 CER 分子種の血漿中濃度を算出した結果、C24:0 

CER が最も豊富で約 4.5 µM、次いで C24:1 CER（2.0 µM）、C22:0 CER（1.0 µM）となり、

ヒト血漿中 CER は極長鎖型に富んだ組成となっていることが分かった（Fig. 15A）。このCER

組成は短期の絶食（朝食摂取の有無）（Fig. 15A）や性差（Fig. 15B）に関係なく、ほぼ一定

の値を示した。また、血清中 CER 組成と濃度もまた、血漿中 CER のそれとほぼ同じだった

（Fig. 15C）。これらの結果は過去の報告[71]と一致しており、本研究における測定系が正し

く機能することを支持した。これらの結果に基づき、X-ALD 患者血漿を用いて LC-MS/MS

を行うこととした。 

 

Fig. 14. ヒト血漿中 CER 各分子種の代表的なクロマトグラム 

 C16:0 CER のクロマトグラムでは 2 つのピークが検出されたが、標準品との比較から矢印で示し

た方を C16:0 CER であると決定した。IS; internal standard 
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Fig. 15. ヒト血漿または血清中の CER プロファイル 

 健常人の血漿または血清から脂質を抽出し、LC-MS/MS で各 CER を測定した。（A）食事（朝食）

非摂取群（fasting, n = 5）及び摂取群（non-fasting, n = 6）の血漿中 CER プロファイル。（B）男性

（male, n = 7）及び女性（female, n = 3）の血漿中 CER プロファイル。（C）血漿（plasma, n = 5）及

び血清（serum, n = 5）中の CER プロファイル。グラフはいずれも平均値±標準偏差で示す。 

 

 

2. 3. 2. X-ALD患者血漿中の CERレベル 

 健常人（n=10）及び X-ALD 患者（n=11）個々の血漿中 CER 値を Fig. 16A に示す。各群

を平均して比較すると、患者血漿の CER 分子種は健常人のそれと大きく異なっていた（Fig. 

16B）。X-ALD 患者血漿における C24:0、C26:0、及び C26:1 CER の濃度はそれぞれ、健常人

血漿の 1.5 倍、4.3 倍、及び 3.3 倍と有意に高値を示した。一方、X-ALD 患者血漿における

C20:0、C22:0、及び C24:1 CER の濃度を健常人と比較すると、0.66 倍、0.67 倍、及び 0.62 倍

と、わずかではあるが有意に低値を示した。臨床現場において用いられる X-ALD の診断パ

ラメーターとして、血漿由来総脂質中 C24:0 FA/C22:0 FA 比または C26:0 FA/C22:0 FA 比が

ある[72]。この方法論を CER にも適用したところ、各グループ内でのばらつきが抑えられ、

X-ALD 患者における極長鎖型 CER（VLC-CER）の増加傾向がより顕著になった（Fig. 16C）。

平均値間の比較では、X-ALD 患者における C24:0、C26:0、及び C26:1 CER は、健常人の 2.4

倍、6.3 倍、及び 4.7 倍となった（Fig. 16D）。なお C16:0 CER は VLC-CER 種ではないもの

の、Fig. 16B 及び D いずれにおいても、X-ALD 患者血漿において有意な増加を示した。 

 

 続いて、X-ALD 患者を臨床的重症度で分類して健常人と比較した。X-ALD の臨床型のう
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ち小児大脳型（CC）は最も重症型であり、思春期大脳型（AdolC）は発症時期が異なるもの

の CC と類似の症状を示す。一方、副腎脊髄ニューロパチー（AMN）は比較的軽症である。

したがって、本研究では AMN 患者と女性保因者を AMN グループ、CC 患者と AdolC 患者

を大脳型（Cerebral）グループとし、これらと健常人グループ間で比較をした。Fig. 16E に示

すように、Cerebral、AMN 両グループにおける C24:0 及び C26:0 CER のような飽和型 VLC-

CER は、健常人よりも高値を示したが、予想外に AMN 患者においてより顕著に増加して

いた。一方、Cerebral 患者における C24:1 及び C26:1 CER のような一価不飽和 VLC-CER は、

健常人と差がないかまたは有意に減少していた。しかしながら、AMN 患者における C26:1 

CER は他の 2 群よりも有意に増加していた。C22:0 CER に対する相対値についても同様の

解析を行うと、Cerebral 患者と健常人及び AMN 患者と健常人の間の飽和型 VLC-CER レベ

ルの差がより明らかとなった（Fig. 16F）。Cerebral 患者における一価不飽和型 C24:1 及び

C26:1 CER の C22:0 に対する相対値は、健常人のそれらとほぼ同じだった。絶対値の解析と

同様に、AMN 患者における C26:1 CER/C22:0 CER 値は健常人のものより有意に高値を示し

た。まとめると、AMN 患者における飽和型 VLC-CER レベルの上昇は Cerebral 患者と比較

してより明らかであり、Cerebral 患者における不飽和型 VLC-CER レベル AMN 患者ほど上

昇しないか、むしろ減少傾向を示すようである。 

 

 



-37- 

Fig. 16. X-ALD 患者または健常人血漿中の CER プロファイル 

 健常人の血漿または血清から脂質を抽出し、LC-MS/MS で各 CER を測定した。（A）X-ALD 患者

（ALD, n = 11）及び健常人（Healthy, n = 10）個々の血漿中 CER 濃度。（B）A の平均値。（C）C22:0 

CER に対する各 CER 種の相対値。各 CER の濃度を C22:0 CER の濃度で除した。（D）C の平均値。

（E）Cerebral 患者、AMN 患者、及び健常人グループの各 CER 分子種濃度。（F）Cerebral 患者、

AMN 患者、及び健常人グループの C22:0 CER に対する各 CER 種の相対値。 
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各群の値は平均値±標準偏差で示し、P 値は Student の t 検定（B, D: *P<0.05）または one-way ANOVA

後に Tukey の方法で算出した（E, F: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005 vs. healthy、#P<0.05 vs. AMN）。 

 

 

2. 3. 3. 外因的に加えた脂肪酸または CERの CHO細胞への細胞傷害性作用 

 X-ALD が VLCFA 代謝不全を示す遺伝性疾患であることを考慮すると、血液だけでなく

体細胞内でも VLC-CER が増加していると考えることは妥当である。加えて、X-ALD 患者

では血漿中の飽和型 VLC-CER が増加している（Fig. 16）ことから、体細胞は循環血液から

の VLC-CER 供給が増強され、より VLC-CER に富んだ状況になりうる。VLC-CER が細胞

に与える影響を評価するため、C24:0 FA や C24:0 CER の細胞傷害性を調べた。Fig. 17B に

示すように、C24:0 FA は 10 µM まで細胞傷害性を示さなかった。これは X-ALD 患者血漿に

おいて報告されている C24:0 FA の濃度[73]の 2-3 倍高い値であり、それよりも高濃度の 30 

µM で細胞を処理した時、微弱ながらも細胞傷害性が観察された。この細胞傷害性は同濃度

の C16:0 FA で見られたものよりも弱かった（Fig. 17A, B）。続いて、細胞を C16:0 CER また

は C24:0 CER で処理して細胞傷害性を評価した。結果として、C16:0 CER が濃度依存的に

強力な細胞傷害活性を示した（Fig. 17C）一方で、C24:0 CER は 30 µM までまったく細胞傷

害性を示さなかった（Fig. 17D）。 

 

Fig. 17. CHO 細胞に対する脂肪酸または CER の細胞傷害性作用 

 CHO-K1 細胞を C16:0 FA（A）、C24:0 FA（B）、C16:0 CER（C）、または C24:0 CER（D）ととも

に無血清培地で 48 時間インキュベートした。細胞をトリプシン処理して剥がし、トリパンブルー

排除試験に供した。溶媒処理を 100%としたときの各群の相対的生存率を示している。各群の値は

平均値±標準偏差（いずれも n = 3）で示し、P 値は one-way ANOVA 後に Tukey の方法で算出した

（**P<0.01, **P<0.005 vs. vehicle）。 
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2. 3. 4. CHO細胞において VLCFA及び VLC-CERは抗アポトーシス作用を示す 

 著者は CHO 細胞を用いた一連の研究の過程で、VLCFA や VLC-CER が細胞傷害性ではな

く、UV 誘導性アポトーシスに対する抑制作用を示すことを見出した。細胞に UV を照射後

速やかに種々の脂肪酸や CER で 2 時間処理した時、C24:0 FA や C26:0 FA のような飽和型

VLCFA（Fig. 18F, H）、及び C24:0 CER（Fig. 19B）は濃度依存的に UV 誘導性アポトーシス

を抑制した。C16:0 FA などの長鎖脂肪酸や C24:1 FA（Fig. 18A-E, G）、及び C16:0 CER（Fig. 

19A）は抗アポトーシス作用を示さないか、または示してもわずかなものであった。C24:0 

FA と C24:0 CER が示す抗アポトーシス作用については、核の形状からの評価（Fig. 19A, B）

に加えて DNA 断片化アッセイ（Fig. 18I, Fig. 19C）及びカスパーゼ 3 活性測定（Fig. 18J）で

の評価も実施し、いずれによってもこれらが抗アポトーシス性に作用することを支持する

結果が得られた。C24:0 FA 及び C24:0 CER の抗アポトーシス活性は 3 µM から観察され、

これは X-ALD 患者血漿における濃度域と一致する。また、UV 照射の 6 時間前から C24:0 

CER で処理した細胞でも UV 誘導性アポトーシスが抑制された（Fig. 19D）ことから、細胞

に取り込まれた C24:0 CER が UV 照射によって活性化するアポトーシスシグナルを阻害す

ることが示唆される。 

 

Fig. 18. CHO 細胞の UV 誘導性アポトーシスに対する脂肪酸の作用 

 UV 照射後 2 時間、C16:0 FA（A）、C18:0 FA（B）、C18:1 FA（C）、C18:2 FA（D）、C20:0 FA（E）、

C24:0 FA（F）C24:1 FA（G）、または C26:0 FA（H）で CHO-K1 細胞を処理した。FBS 処理細胞を

ポジティブコントロールとして用いた。細胞を固定して核を DAPI 染色した後、蛍光顕微鏡下で観
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察した。スコア化の方法は 2. 2. 10.に記載した通りである。（I）UV 照射した細胞から単離した DNA

の代表的な 1.5%アガロースゲル電気泳動画像。UV 照射後に FBS、溶媒、または種々濃度の C24:0 

FA で 2 時間 CHO-K1 細胞を処理した。DNA の単離方法及び可視化方法は 2. 2. 10. に記載した通り

である。（J）UV 照射された細胞のカスパーゼ 3 活性。UV 照射後 2 時間、溶媒または種々濃度の

C24:0 FA で処理した。細胞可溶化液を用いてカスパーゼ 3 活性を測定した。 

各群の値は平均値±標準偏差（いずれも n = 3）で示し、P 値は one-way ANOVA 後に Tukey の方法

で算出した（*P<0.05, **P<0.01, **P<0.005 vs. vehicle）。 

 

 

Fig. 19. CHO 細胞の UV 誘導性アポトーシスに対する CER の作用 

 UV 照射後に種々濃度の C16:0 CER（A）または C24:0 CER（B）で処理した。FBS 処理細胞をポ

ジティブコントロールとして用いた。細胞を固定して核を DAPI 染色した後、蛍光顕微鏡下で観察

した。スコア化の方法は 2. 2. 10.に記載した通りである。（C）UV 照射した細胞から単離した DNA

の代表的な 1.5%アガロースゲル電気泳動画像。UV 照射後に FBS、溶媒、C16:0 CER、または C24:0 

CER で 2 時間 CHO-K1 細胞を処理した。DNA の単離方法及び可視化方法は 2. 2. 10.に記載した通

りである。（D）細胞を C24:0 CER 含有無血清培地で 6 時間インキュベートした後、UV 照射した。

UV 照射後は無血清培地で 2 時間維持した。以降の操作は A, B と同様である。 

各群の値は平均値±標準偏差（いずれも n = 3）で示し、P 値は one-way ANOVA 後に Tukey の方法

で算出した（*P<0.05, ***P<0.005）。 
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2. 3. 5. CHO細胞による細胞外 CER取り込みの解析 

 培地に添加した C24:0 CER または C16:0 CER は時間依存的に細胞内に移行した。細胞内

C24:0 CER レベルは 1 時間以内に最大に達し、その後緩やかに減少していった（Fig. 20A、

左）。対照的に、細胞内 C16:0 CER レベルは 6 時間まで持続的に増加していった（Fig. 20A、

右）。ただし、C16:0 CER と C24:0 CER の最大蓄積量は同程度であり（Fig. 20A、■）、C24:0 

CER は約 84 pmol/dish、C16:0 CER は約 96 pmol/dish だった。この蓄積量は培地に添加した

CER 量（6000 pmol/dish）の 1.5%に相当する。この取り込みと蓄積の過程において、両 CER

ともにセラミド 1-リン酸（C1P）への変換は観察されなかった（Fig. 20A、◯）。C24:0 CER

の細胞内移行は 4°C 条件下では完全に抑制された（Fig. 20B）。抗 CER 抗体を用いて染色し

た細胞を共焦点レーザー顕微鏡下で観察した実験でも同様に、4°C（Fig. 20C、右）ではなく

37°C（Fig. 20C、真ん中）条件下で C24:0 CER が細胞内に移行する結果が得られた。37°C で

インキュベートした際、細胞内に取り込まれた C24:0 CER は点状に分散していた（Fig. 20C、

真ん中）。さらに、蛍光標識化 CER（TopFluor® CER）を用いた実験からも、細胞外の CER

が細胞内に移行することを支持する結果が得られた（Fig. 21A）。Fig. 20A と一致して、細胞

に取り込まれた TopFluor® CER も、一部は SphM へと変換されていたが大部分は CER その

ものとして蓄積していた。6 時間のインキュベートでは C1P やグルコシルセラミド（GluCer）

へは変換されておらず、18時間インキュベートしたときにこれらへの変換が観察された（Fig. 

21B）。すなわち、細胞に取り込まれた C24:0 CER は大部分が C24:0 CER そのものとして細

胞内へ蓄積していくことが明らかとなった。 

Fig. 20. CHO 細胞における CER の取り込み 

 （A）CHO-K1 細胞を 3 µM C24:0 CER（左）または 3 µM C16:0 CER（右）の存在下 0～360 分ま
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でインキュベートした。細胞に取り込まれず、細胞表面に付着しているだけの脂質を 0.3%BSA 含

有 PBS で洗い流してから細胞を回収した。この細胞から脂質を抽出し、LC-MS/MS に供した。各点

の値は平均値±標準偏差（いずれも n = 3）で示し、P 値は one-way ANOVA 後に Tukey の方法で算

出した（*P<0.05, ***P<0.005 vs. 0 min.）。（B）CHO-K1 細胞を溶媒または 3 µM C24:0 CER とともに

1 時間、37°C または 4°C でインキュベートした。0.3%BSA 含有 PBS で洗浄してから回収した細胞、

または洗浄せずに回収した細胞から脂質を抽出し、LC-MS/MS により細胞内 C24:0 CER を定量し

た。各群の値は平均値±標準偏差（いずれも n = 3）で示し、P 値は one-way ANOVA 後に Tukey の

方法で算出した（***P<0.005）。（C）溶媒または 3 µM C24:0 CER 存在下、CHO-K1 細胞を 37°C ま

たは 4°C で 6 時間インキュベートした。0.3%BSA 含有 PBS で洗浄した細胞を 0.4%パラホルムアル

デヒド溶液で固定した。抗 CER 抗体を用いて CER を染色した（緑）。核は DAPI で染色した（青）。

スケールバー：20 µm 
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Fig. 21. CHO 細胞における TopFluor®標識化 CER の取り込み 

 （A）CHO-K1 細胞を 3 µM C11 TopFluor® CER で 1 時間、37°C（左）または 4°C（右）条件下で

処理した。0.3%BSA 含有 PBS で洗浄した細胞を 0.4%パラホルムアルデヒド溶液で固定した。核は

DAPI で染色した（青）。スケールバー：20 µm（B）CHO-K1 細胞を 3 µM C11 TopFluor® CER で 1、

6、または 18 時間、37°C（左）または 4°C（右）条件下で処理した。0.3%BSA 含有 PBS で洗浄し

た細胞から脂質を抽出し、TLC に供した。GluCer; glucosylceramide, C1P; ceramide 1-phosphate, SphM; 

sphingomyelin。 

 

 

2. 3. 6. UV照射された CHO細胞内における CER組成の変化 

 細胞に UV 照射した時、細胞内の長鎖型 C14:0 CER、C16:0 CER、極長鎖型 C22:0 CER、

及び C24:1 CER レベルが、非照射細胞と比較して約 2 倍に増加した（Fig. 22A）。これは UV

照射によるアポトーシス誘導時に CER 産生が起こることを意味する。UV 照射後に 3 µM 

C24:0 CER を添加すると、細胞内の C24:0 CER レベルが顕著に増大した（Fig. 22B）。C24:0 

CER の増加は、UV 照射後に 10 µM C24:0 FA を添加した時にも観察された（Fig. 22E）。こ

の時の C24:0 CER 増加率は、UV 照射後に溶媒処理した細胞（Fig. 22A）や UV 照射せず 10 

µM C24:0 FA 処理した細胞（Fig. 22D）よりも大きかった。しかしながら、10 µM C24:0 FA

で細胞を処理したときの細胞内 C24:0 FA 増加量（Fig. 22C）よりは小さかった。すなわち、

細胞に取り込まれた C24:0 FA の一部が、アポトーシス刺激によって活性化する de novo CER

産生に用いられると思われる。以上より、UV 照射によって細胞内で特定の CER 種が増加

すること、C24:0 CER や C24:0 FA が存在することで細胞内 CER 組成が変化することが明ら

かとなった。 
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Fig. 22. UV 照射された CHO 細胞の内在性 CER 組成の変化 

 （A）CHO-K1 細胞に UV を 15 秒間照射し、無血清培地で維持した。0.3%BSA 含有 PBS で洗浄

後に回収した細胞から脂質を抽出し、LC-MS/MS に供した。（B）UV 照射後の細胞を溶媒または 3 

µM C24:0 CER とともに 2 時間インキュベートした。以降の操作は A と同じである。（C）CHO-K1

細胞を 10 µM C24:0 FA 存在下で 180 分までインキュベートした。0.3%BSA 含有 PBS で洗浄後に回

収した細胞から脂質を抽出して脂肪酸メチルエステルへと変換後、GC にて C24:0 FA 量を測定し

た。（D）CHO-K1 細胞を 10 µM C24:0 FA 含有無血清培地で維持した。0.3%BSA 含有 PBS で洗浄後

に回収した細胞から脂質を抽出し、LC-MS/MS に供した。（E）UV 照射後の細胞を溶媒または 10 

µM C24:0 FA とともに 2 時間インキュベートした。以降の操作は A と同じである。各群及び各点の

値は平均値±標準偏差（いずれも n = 3）で示し、P 値は one-way ANOVA 後に Tukey の方法で算出

した（A, C, D: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005 vs. 0 min.、B, D: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005 vs. No 

UV, vehicle、#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.005 vs. UV, vehicle）。 
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2. 4. 考察 

 VLCFA は主にスフィンゴ脂質に N-アシル化されており、この反応はセラミド合成酵素 2

（ceramide synthase 2, CerS2）によって触媒される[74 - 77]。VLC-CER を含む VLCFA 含有ス

フィンゴ脂質は神経線維の髄鞘に豊富に含まれており[78]、実際に CerS2 が髄鞘形成にとっ

て重要であることが報告されている[78 - 80]。また、加齢[81, 82]やアルツハイマー型認知症

[79, 80, 83]、うつ病[84, 85]、及び多発性硬化症[86]など、神経機能が低下する状況において

血中や組織中の CER 組成が変化することが報告されており、厳密な CER 組成制御が神経組

織の健全性に重要であることが明らかになりつつある。本研究では X-ALD の臨床型別に血

漿中 CER 組成を比較し、重症型の Cerebral 患者に特徴的な変化の有無を調べた。 

 

 本研究で著者は初めて、X-ALD 患者血漿中の CER 組成と濃度を LC-MS/MS により分析

した。健常人血漿と比較すると、Cerebral 患者、AMN 患者の血漿ともに飽和型 VLC-CER が

増加していたが両群間で差はなかった。一方、AMN 患者では不飽和型 VLC-CER のうち、

C26:1 CER は顕著に増加していたが、Cerebral 患者では変化がなかった。また、AMN 患者

の C24:1 CER は健常人と差がないが、Cerebral 患者ではより減少傾向を示し、不飽和型 VLC-

CER はいずれも Cerebral 患者の方が AMN 患者よりも低値を示す傾向にあった。脳のスフ

ィンゴ脂質は C24:1 FA を N-アシル鎖として最も豊富に含むこと[54, 87]や、ロレンツォオイ

ル（継続的な投与によって血中飽和 VLCFA 値は低下するが疾患に対する有効性は確立され

ていない）を添加した細胞で C24:1 SphM レベルが上昇する[88]こと、及び CC 患者の脳で

は C26:0 SphM が増加する一方で C24:1 SphM は顕著に減少すること[89]が、これまでに報

告されている。これらの知見と本研究結果を考慮すると、Cerebral 患者血漿における CER 組

成の変化（飽和型 VLC-CER の増加と不飽和型 VLC-CER の減少）は Cerebral 患者脳でのス

フィンゴ脂質組成の変化を反映している可能性があり、脳における C24:1 CER 量の低下が

CC 発症と関連があるかもしれない。この仮説を証明するためには、より多くの患者サンプ

ルの解析を含めたさらなる検討が必要である。 

 

 患者血漿の解析において、Cerebral 患者と AMN 患者間で飽和型 VLC-CER レベルに差は

なかったことから、飽和型 VLC-CER が増加するという変化がそれ単独で大脳での急速な脱

髄を引き起こすとは考えられない。abcd1ノックアウトマウスも血漿や組織で顕著なVLCFA

蓄積を示すものの大脳型には至らず、老齢期にヒトの AMN に相当する歩行障害にとどまる

[90 - 93]。また、女性保因者も 60 歳までに半数以上が AMN 類似の抹消神経症状を呈するが

大脳型に至ることはない[56]。これらのことから、ABCD1 機能不全、すなわち VLCFA の蓄

積による基本病態は AMN であり、X-ALD 患者ではそこに何らかの因子が加わることで大

脳型に進展すると考えられている[58]。飽和型 VLC-CER の蓄積はそれ単独で大脳型の発症

要因とはならないが、AMN の発症要因の１つになるかもしれない。 
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X-ALD 患者血漿の分析結果に基づき、著者は C24:0 FA や C24:0 CER が豊富に存在する

状況における細胞機能への影響を調べた。その結果、外因的に加えた C24:0 CER は、細胞

毒性ではなくむしろ細胞死を回避させるように作用することが明らかとなった。細胞外に

添加した CER は細胞に取り込まれ、C1P や GluCer、SphM などにはそれほど変換されず、

しばらくは CER そのものとして細胞内に蓄積した。これより、C24:0 CER 代謝物ではなく

C24:0 CER それ自体の細胞内増加が、アポトーシス抑制に寄与すると考えられる。また、細

胞外に添加した C24:0 FA も抗アポトーシス作用を示した。C24:0 FA による抗アポトーシス

作用の機序は、細胞内の C24:0 CER 増加によって説明が可能である。C24:0 FA は確実に細

胞内に移行し、UV 刺激によって C24:0 FA から C24:0 CER への変換が増強され、結果的に

CER 組成が大きく変化した。これより、UV 照射によって CerS2 活性が上昇し、C24:0 FA か

ら C24:0 CER への変換が増強されたことが示唆される。実際、電離放射線照射された HeLa

細胞では CerS2 活性が増大することが報告されている[94]。加えて、N-アシル鎖長の異なる

CER は、細胞内で異なる作用を示すことが明らかになってきている[70]。CerS の過剰発現

またはサイレンシングによって細胞内の CER 組成を強制的に変化させた研究[94 - 98]や

種々アポトーシス刺激に伴う CER 組成の変化の解析[98 - 101]から、長鎖型 CER はアポトー

シス促進性であり、VLC-CER は反対にアポトーシス抑制性であると考えられている。本研

究で示したように、VLCFA の蓄積を特徴とする X-ALD 患者の細胞では、C24:0 CER のよう

な飽和型 VLC-CER を産生しやすい状況にあると推察される。細胞内 CER 組成の変化によ

って細胞の性質が変化し、本来アポトーシスすべき状況においてもアポトーシスを回避す

るようになるのかもしれない。この細胞の変化と X-ALD の基本病態である AMN との関連

を明らかにするためにはより詳細な検討が必要である。 

 

CER がアポトーシスシグナルを活性化するメカニズムとして、一つはがん抑制因子のプ

ロテインホスファターゼ 2A[102]や p53[103]、並びにプロテインキナーゼ Cζ[104]などのタ

ンパク質との相互作用が挙げられるが、もう一つはミトコンドリア外膜におけるチャネル

（ポア、孔）形成による透過性亢進作用[105, 106]である。このチャネル形成には CER の N-

アシル鎖の単一性が重要であると言われており、C16:0 CER によるチャネル形成は C24:0 

CER の共存下で抑制される。すなわち、C24:0 CER はミトコンドリア外膜透過性亢進を抑

制する[107]。このことから、ミトコンドリア外膜での CER チャネル形成には厳密な CER 組

成制御が必要なようである。本研究では C24:0 CER によるアポトーシス抑制の詳細なメカ

ニズムについては調べられていないが、C24:0 CER 処理によってアポトーシス刺激時の CER

組成が変化していた。これによってミトコンドリア膜での CER チャネル形成が攪乱され、

アポトーシスが抑制されたのかもしれない。X-ALD のように C24:0 FA が豊富に存在する状

況下では、これらの C24:0 CER への変換によって細胞内 CER 組成が変化し、アポトーシス

を含む細胞機能の変調が起こっているのかもしれない。 
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 本研究では、細胞外に添加した CER が 1 時間以内に細胞内に移行することを明らかとし

た。これまでに C6 CER[108]や C8 CER[109]といった短鎖 CER の取り込みについては調べ

られており、10 µM で添加した C6 CER は 7.5 pmol/103 cells、C8 CER は 7.2 pmol/ 103 cells 程

度取り込まれるようである。これらと比較すると 3µM で添加した C24:0 CER の取り込み量

（0.88 pmol/103 cells）は低い値であるが、その理由の一つは膜透過性の違いであると考えら

れる。CER を外部から添加する実験では、CER の細胞内移行性を高めるために C8 以下の

短鎖 CER が用いられてきた。これら短鎖 CER は適度な脂溶性のために受動拡散により細胞

膜を通り抜けることができるが、VLC-CER は疎水性が大きすぎるために受動拡散できない

との考えが一般的である。本研究において C24:0 CER の細胞内移行は 37°C 下でのみ観察さ

れ、4°C では完全に抑制された。すなわち、C24:0 CER の細胞内移行には受動拡散は関与せ

ず、細胞外 CER を細胞内へ輸送する何らかの機構が存在すると思われる。今後、C24:0 CER

の取り込み機構について、より詳細に調べる必要がある。 

 

Fig. 23. X-ALD 患者血漿の VLC-CER の飽和/不飽和比 

血漿中 24:0 CER/24:1 CER 比は健常人が２前後で個人差は小さい。Cerebral 患者では５名中 4 名が

5.8-7.7 と高い値を示す。AMN 患者で高い値を示す患者は６名中 1 名しかいない。 

 

 

 まとめると、本研究では健常人及び X-ALD 患者血漿中 CER を測定し、患者において顕

著に増加する C24:0 CER がアポトーシスを抑制することを明らかとした。血漿中 C24:0 CER

の増加からは臨床型を区別することはできなかったため、この増加は両臨床型に共通する

危険因子の一つと考えられる。一方、不飽和型 VLC-CER は AMN 患者とは異なり、Cerebral

患者で減少傾向にある。VLC-CER 分子種の飽和/不飽和バランスの崩れ（Fig. 23）は大脳型

の発症に関係があるかもしれない。今回、明らかになった飽和型 VLC-CER の抗アポトーシ

スと脱髄との関係は不明であるが、アポトーシスを回避するようになった細胞は、正常なタ

ーンオーバーをしなくなるという可能性がある。神経細胞を含む体細胞は、ターンオーバー
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（老化/劣化細胞のアポトーシスと幹細胞/前駆細胞の分化やリクルート）を繰り返すことで

組織を正常に保っている[110 - 112]。X-ALD において C24:0 FA や C24:0 CER が増加すると

いう変化[54, 73, 113]は、中枢/末梢神経系を構成する細胞の細胞死傾向を狂わせている可能

性があり、そのような状況が脱髄の引き金を引いているのかもしれない。これまで行われて

きた X-ALD の脱髄要因に関する研究の多くは、VLCFA 蓄積そのものが細胞毒性を示すと

の仮説に基づき実施されている。しかしながら、マウスオリゴデンドロサイトやラットグリ

オーマ細胞を用いた先行研究[73]や本研究結果から、C24:0 FA が細胞傷害性を示すには 20

～40 µM の高濃度が必要であり、患者血漿中 C24:0 FA 濃度（高くても約 4 µM）からは大き

く乖離している。すなわち、VLCFA の蓄積は直接的に細胞死をもたらすのではなく、スフ

ィンゴ脂質組成変化による細胞機能の変調を介して組織形成/維持に悪影響を及ぼしている

可能性がある。VLCFA 蓄積を伴うペルオキシソーム病では、神経細胞移動の異常や髄鞘化

の遅延（Zellweger 症候群、DBP 欠損症）、脱髄や白質異常（X-ALD、ACOX1 欠損症）など

が見られる[20]。髄鞘形成や再ミエリン化および脱髄の過程におけるスフィンゴ脂質の役割

やその組成変化の影響を調べることが、治療薬開発のために重要かもしれない。 
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総括 

 ペルオキシソームは真核細胞に広く分布し、脂肪酸の β 酸化や α 酸化に加えてプラスマ

ローゲンやドコサヘキサエン酸、胆汁酸の生合成など、脂質代謝において重要な役割を担っ

ていると言える[9, 114]。これらのペルオキシソーム機能が障害されると遺伝性の致死性疾

患をもたらすことが判明し、このオルガネラが生体機能において不可欠であると考えられ

るに至っている。本研究ではペルオキシソームにおける脂質代謝の生理学的役割のより良

い理解を目指し、第 1 章ではペルオキシソームで代謝される新規脂肪酸の探索を、第 2 章

ではペルオキシソーム病患者におけるスフィンゴ脂質組成の変化及びそのような状況での

細胞機能の変化の解析を、それぞれ実施した。 

 

 第 1 章では、乳酸菌などの腸内細菌によって産生される HFAs がペルオキシソームにおけ

る β 酸化によって酸化消去されることを明らかとした。また、HFAs はペルオキシソームの

数及び酵素量を増大させ、脂肪酸消去活性を向上させることを明らかとした。近年、腸内細

菌叢組成と生活習慣病の関連性を示唆する報告[23, 26]が増加している一方で、腸内細菌が

どのようにして宿主の健康に影響を与えるのかについては不明な点が多い。本研究結果は

腸内細菌が HFAs の放出を介してペルオキシソーム機能を亢進させることで宿主の脂質代

謝能に影響を与えることを示唆しており、腸内細菌と宿主の健康を結ぶメカニズムの一端

を解明できたと考える。 

 

 第 2 章では、ペルオキシソームにおける脂肪酸代謝が障害される疾患、すなわちペルオキ

シソーム病の中で最も患者数の多い X-ALD に着目して研究を行った。X-ALD 患者の血漿

中 CER を LC-MS/MS を用いて測定し、重症（Cerebral; CC 及び AdolC 患者）と軽症（AMN; 

AMN 患者及び AMN 様症状を呈する女性保因者）間で比較した結果、飽和型 VLC-CER は

ともに健常人よりも増加している一方、不飽和型 VLC-CER は Cerebral 患者においてのみ健

常人と同等または減少傾向を示した。ヒト血漿に最も豊富に含まれ、かつ X-ALD 患者で有

意に増加した C24:0 CER の細胞死に与える影響を調べた結果、この CER は細胞に取り込ま

れて抗アポトーシス性に作用することが明らかとなった。アポトーシスは組織の恒常性を

維持するうえで重要な機構である[110 - 112, 115]。興味深いことに、VLCFA や VLC-CER は

ネクロトーシスの遂行に機能的に関与する可能性が報告されている[116]。ネクロトーシス

が、組織のターンオーバーにおいて必要なアポトーシスに取って代わることで脱髄が起こ

るのかもしれない。この仮説を証明するためには、より多くのヒト検体解析を含め、さらな

る研究の必要がある。 

 

以上、本論文で著者はペルオキシソームにおける脂質代謝の生理的役割のより良い理解

を目指し、種々の検討を実施した。脂質異常症治療薬のフィブラート系化合物[48]やエイコ
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サペンタエン酸[52]、ドコサヘキサエン酸[53]はペルオキシソーム機能を増強して脂質代謝

を改善することが知られているし、アルツハイマー病患者においてペルオキシソーム機能

が減弱しているという報告もある[117, 118]。乳酸菌が産生する HFAs はこれらの治療や予防

に応用可能かもしれない。また、X-ALD のみならず、アルツハイマー病を含む種々の神経

変性疾患で血中または組織中 CER 組成が変化している[63, 80, 81, 84 - 86]ことから、VLC-

CER が豊富に存在する状況は神経変性疾患の基礎病態と捉えることができるかもしれない。

本研究により得られた成果が、生活習慣病やペルオキシソーム病の新たな疾患概念の確立

及び新規治療薬開発につながることを期待する。 
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