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メタボローム解析を用いた慢性疲労症候群の診断バイオマーカーの開発

山野 恵美 1, 2，片岡 洋祐 1, 3, 4

1. はじめに

疲労・疲労感は日常的に経験され，発熱，痛みととも
に身体のホメオスタシス（恒常性）の乱れを知らせる重要
なアラーム信号の一つである 1, 2）．疲労は，過度の肉体的
および精神的活動，または疾病によって生じた心身の活動
能力・能率の減退状態と定義される．また，疲労は独特の
不快感，休養の願望，活動意欲の低下を伴うことが多く，
これを疲労感と呼ぶ 3）．2004年の文部科学省疲労研究班に
よるわが国における疫学調査では 1），一般市民の約60％が
疲労感を自覚しており，そのうち半数以上が6か月以上続
く慢性疲労に悩まされていると報告されている．さらに，
その中には原因不明の強い疲労・倦怠感を主訴として半
年以上も健全な社会生活が送れなくなる慢性疲労症候群
（chronic fatigue syndrome：CFS）の患者も含まれる 1）．CFS
は1988年に米国疾病予防管理センター（CDC）によって
原因不明の強い疲労を呈する疾患として報告され，現在で
は全人口の0.1～0.5％の発生率と見積もられているが，通

常の診察や従来の医学検査では特徴的な異常所見を見つけ
ることができず，治療法も確立していない．
これまでに，CFSの発症メカニズムとして，ウイルス等
の感染，免疫機能異常，視床下部−下垂体−副腎系（HPA 
axis）の機能異常，酸化的リン酸化機能の障害や酸化スト
レス等が想定されてきた 4, 5）．また，ミトコンドリアでの
アデノシン5′-三リン酸（adenosine 5′-triphosphate：ATP）
の産生能の低下が報告され，トリカルボン酸（tricarboxyl-
ic acid：TCA）回路内の酵素活性の異常等が議論されてい
る 6‒8）．しかしながら，異常を示す酵素や代謝反応系につ
いては具体的に同定されておらず，CFSの詳細な発症メカ
ニズムはいまだ不明である．こうした背景から，CFSの診
断はもっぱら医師による問診と診察に頼っており，しばし
ば医師によって診断結果が異なったり，診断に数か月，数
年を要したケースがあったりするなど問題が指摘されてき
た．したがって，病態メカニズムを反映し，客観的な診断
を可能にする診断バイオマーカーの確立が望まれている．
筆者らは，これまでに疲労病態の分子メカニズムを明ら
かにするとともに，CFSの客観的診断法および治療や予防
法の開発を目指した研究を行ってきた．今回，CFSの疲労
病態を反映する診断バイオマーカーを開発することを目
的に，キャピラリー電気泳動質量分析法（CE-MS）を用
いて，ヒトにおける血漿中の代謝物の網羅的な測定を行っ
た．先行研究における複合疲労モデル動物を用いた血漿代
謝物解析の結果と合わせて，紹介する．

2. モデル動物を用いた疲労研究

ヒトの疲労・疲労感は，過度な運動や精神・環境ストレ
ス，睡眠リズム障害，がんなどの消耗性疾患あるいは細菌
やウイルスの感染など，さまざまな原因により引き起こさ
れる．このような複合的要因で惹起される疲労の分子メ
カニズムを解明するために，持続的なストレス負荷と睡
眠不足を再現した実験モデル動物がしばしば用いられて
いる．本モデルでは，水を深さ1.5～2.2 cmに張ったケー
ジ内でラットを3～7日飼育する 9）．ラットは十分な休息を
とれず，さらに筋緊張が低下するレム睡眠が持続的に剥奪
されることにより，全身性の疲労状態に陥る．疲労負荷
後，疲労度の定量的指標となる強制水泳試験において，遊
泳時間の有意な減少を認める 9）．また，セロトニンなどの
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脳内モノアミン代謝の異常 9）や脳下垂体中葉からのαメラ
ノサイト刺激ホルモン（α-melanocyte stimulating hormone：
α-MSH）の発現・分泌亢進を含む神経−免疫−内分泌系の
異常が確認されている 10）．また，肝臓，筋肉，脳および
血漿において20種類のタンパク質構成アミノ酸含有量が
増加あるいは減少していることも確認されている 11）．

3. 疲労モデル動物におけるメタボローム解析

疲労病態特有の代謝物質の変化を網羅的に調べるため，
同疲労モデル動物の血漿成分を対象にメタボローム解析
（網羅的代謝物解析）を実施した 12）．オス8週齢SD系ラッ
トを使用し，無作為にコントロール群（非疲労負荷群），
疲労負荷群，および食事制限群に群分けした．疲労負荷群
では，ラットを水を張ったケージで5日間飼育した 11）．コ
ントロール群は，疲労負荷をせず通常ケージで5日間飼育
した．摂食量の減少に伴う代謝変化を区別する目的で，通
常摂食量の半分（疲労負荷群と同様の体重減少を示す1
日あたり10 gの餌）で5日間飼育した食事制限群を設定し
た．これら3群のラット血漿を用いてCE-MS，液体クロ
マトグラフィー質量分析法（LC-MS）による代謝物測定
を行い，さらに総窒素酸化物（NOx）測定も実施した．ま
た，肝臓や筋肉などの各組織のATP量も測定した．

CE-MSを用いた測定により，48種類の代謝物が同定さ
れ，疲労負荷群では乳酸，コハク酸，分岐鎖アミノ酸（バ
リン，ロイシン，イソロイシン）などが増加していた．一
方，尿素回路・プロリン代謝において，疲労負荷によって
シトルリンやヒドロキシプロリンが他の実験群と比較して
減少していた．また，TCA回路前半のクエン酸，cis-アコ
ニット酸，およびイソクエン酸に関して，より感度の高い
条件を設定してLC-MSで測定したところ，コントロール
群と比較して疲労負荷群ではクエン酸が減少傾向を示し，
cis-アコニット酸，およびイソクエン酸は有意に減少して
いた．次に，組織におけるエネルギー産生や酸化ストレス
との関連を調べたところ，疲労負荷群では肝臓や筋肉での
ATP量がコントロール群や食事制限群と比較して有意に低
下していた（図1）．こうした結果は，疲労負荷による血
漿中の代謝物の変化が組織のエネルギー産生の低下に起因
することを示唆している．一方，疲労負荷群ではコント
ロール群および食事制限群と比較して酸化ストレスの指標
となる血漿中のNOx量が有意に増加していた（図1）こと
から，疲労病態では全身の酸化ストレスも亢進しており，
ミトコンドリア機能の低下とも関係している可能性が示唆
された．

図1 疲労モデル動物における代謝変化
（A）LC-MSを用いた血漿中有機酸測定の結果を示す．コントロール（疲労非負荷）群と比較して，疲労負荷群では
クエン酸が減少傾向，cis-アコニット酸やイソクエン酸は有意な減少が認められた．（B）組織（肝臓，筋肉）におけ
るATP測定結果を示す．疲労負荷群では，コントロール群や食事制限群と比較して有意に低下していた．（C）血漿
中総窒素酸化物（NOx）の定量測定結果を示す．疲労負荷群ではコントロール群や食事制限群と比較して，有意に
増加していた（論文 12）中の図を改変）．
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4. CFS患者サンプルを用いたメタボローム解析

1） CFS患者群と健常群における2群比較
筆者らは，CFSの病態メカニズムを反映し，客観的な診

断を可能にするバイオマーカーを開発する目的で，CFS患
者と健常人の血漿サンプルを対象にCE-MSによるメタボ
ローム解析を行った 13）．本臨床研究は，CFS患者に特徴的
な代謝物質を発見するための試験1（トレーニングデータ
セット研究）と，その結果の妥当性を確認するための試験
2（テストデータセット研究）に分け，各試験で異なる被
験者を対象に実施した．試験1ではCFS患者47名（平均
38.1歳，女性41名，男性6名）と健常者46名（平均38.8
歳，女性41名，男性5名），試験2ではCFS患者20名（平
均36.2歳，女性10名，男性10名）と健常者20名（平均
36.1歳，女性10名，男性10名）を対象とした．試験1・2
ともにCFS患者はCDCによる診断基準 14）を満たす者とし
た．試験1の結果，解糖系のピルビン酸，TCA回路前半の
クエン酸やイソクエン酸，尿素回路のオルニチンやシトル
リンにおいて，CFS患者群と健常者群との間に濃度の違い
が観察され（図2），CFS患者群ではTCA回路前半および
尿素回路に特有の代謝変化が引き起こされていることが推

測された．次に，測定された全代謝物質を対象にパターン
識別手法の一つであるSupport Vector Machine-Feature Selec-
tion（SVM-FS）解析［2群間を高精度に分類することを目
的として，適切な変数（今回は代謝物質を意味する）を算
出する方法］を行ったところ，CFS患者群と健常者群を判
別する上でイソクエン酸，ピルビン酸，オルニチン，シト
ルリンが有効な代謝物質であることが示された．特に，①
解糖系からTCA回路への流入とTCA回路前半の機能低下
（ピルビン酸濃度の上昇とイソクエン酸濃度の低下），およ
び②尿素回路の機能変化（オルニチン濃度の上昇とシト
ルリン濃度の低下）が引き起こされていることを示すも
のであった．そこで，こうした代謝変化の指標として，ピ
ルビン酸／イソクエン酸，オルニチン／シトルリンのそ
れぞれ二つの代謝物質量の比を設定し，試験1および試験
2において，CFS患者群と健常者群で比較検討した．その
結果，いずれもCFS患者群の方が有意に高いことが確認さ
れ，2群を判別する上で有効な指標であることが示唆され
た（図3）．これらの代謝物質量比による診断精度を検証
するため，多変量解析モデルを作成し，受信者動作特性曲
線（receiver operating characteristic curve：ROC）を用いて
ROC曲線下面積（area under the curve：AUC）値を求めた．

図2 メタボローム解析により定量化された代謝物質の経路図（一部抜粋）
解糖系，TCA回路，尿素回路の代謝物質においてCFS患者群と健常者群で濃度の違いが認められた（論文 13）中の
図を改変）．
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ROC曲線は縦軸を感度（％）（真陽性率：有病者のうち，検
査結果が陽性），横軸を100−特異度（％）（偽陽性率：健康
な人のうち，検査結果が陽性）として描いたグラフであ
り，このグラフ曲線の下方の面積（AUC値）が1.0に近い
ほど診断能が高いことを意味する．ROC解析の結果，二
つの代謝物質量比を組み合わせた指標はCFS患者群と健
常者群を高精度に判別することを可能にし，CFSの客観的
な診断に有効な診断バイオマーカーとなりうることが示さ
れた（図4）．

2） 疲労病態に特徴的な代謝
血漿中の代謝物量の増減は各臓器における代謝変化を反
映している．血漿メタボローム解析から疲労病態に特徴
的な代謝変化が推察された．すなわち，TCA回路前半の
機能低下により，産生できるATP量が減少する．エネル
ギー産生の低下を補うべく，尿素回路内のオルニチンから
シトルリンへの代謝が抑えられ，グルタミン代謝への流れ
を誘導することでグルタミン酸-γ-アミノ酪酸（GABA）−

図3 試験1および試験2における2代謝物の量比の2群間比較
試験1（トレーニングデータセット），試験2（テストデータセット）いずれにおいても二つの代謝物質量比は健常
群と比較してCFS患者群で有意に高いことが確認された．特に，ピルビン酸／イソクエン酸比の上昇はTCA回路
前半の機能低下を表し，オルニチン／シトルリン比の上昇は尿素回路の代謝抑制を表しているものと考えられる．
こうした独立した2種類の代謝物質の量比の変化は，エネルギー産生の低下と，それを補おうとする尿素回路から
TCA回路への新たな代謝の流れを反映しており，慢性疲労症候群病態を特徴づけるものと考えられる（論文 13）中
の図を改変）．

図4 試験1および試験2におけるROC曲線
試験1（トレーニングデータセット：a），試験2（テストデータ
セット：b）いずれのデータセットにおいても，ピルビン酸／
イソクエン酸およびオルニチン／シトルリンの2指標を組み合
わせることによって高いAUC値を得ることができ，高精度で2
群を判別できることが示された（論文 13）中の図を改変）．
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コハク酸経路を介したTCA回路への新たな代謝経路を生
み出し，TCA回路後半におけるATP産生を亢進してエネ
ルギー産生を補おうとするメカニズムが考えられた．最
近，肝組織そのもののメタボローム解析と関連酵素群の発
現解析から，こうした疲労病態特有の代謝経路の亢進が確
認されつつある．また，こうした代謝経路の亢進は低下し
たエネルギー産生を補う一方，組織における炎症を惹起す
ることもわかってきた．したがって，疲労時の代謝変化は
血中の炎症性サイトカイン量を増加させ，脳でのミクログ
リアの活性化や神経炎症を惹起することで，疲労感を誘発
することにも関与しているものと考えられている．

3） CFSの診断バイオマーカー
今回，我々が発見した代謝物質の二つの量比（ピルビン

酸／イソクエン酸，オルニチン／シトルリン）を組み合わ
せて用いることによりAUC値は0.7以上になることが確認
され（図4），CFSの客観的診断が可能になることが示され
た．また，代謝物質の変化は病態自体を反映している可能
性がある．代謝はある程度，食事等によってコントロール
することが可能であり，今後，患者の病態に合わせた個別
化医療の実現にも貢献するものと期待される．
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