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ケトン食による代謝変化の網羅的検討：
新たな創薬ターゲットを目指して

秋　山　麻　里

要旨：難治てんかんの一部にケトン食療法が有用であるが，その作用機序は十分解明されて
いない。本研究では，（1）ケトン食療法にともなう早期の代謝変化の網羅的検討，（2）ケト
ン食療法の有効性を事前予測可能な代謝物の探索，を目的とした。ケトン食療法を行った難
治てんかん患者11例で，ケトン食開始前・導入直後の血漿および尿検体に対し，メタボロー
ム解析（GC-MS/MS，LC-MS/MS）を行った。ケトン食療法開始後に有意に増加していた
代謝物は，ケトン体，脂肪酸とその抱合産物，脂質が主体であったが，これらの上流に位置
する中間代謝物の増加も認めた。今後，これらの物質の神経作用を検討することにより，新
薬開発につながることが期待される。一方，ケトン食開始3か月時点での発作減少率をもと
に，有効例と無効例に分け，ケトン食開始前検体の代謝プロファイルの差異を検討したが，
有意差のある代謝物は得られなかった。
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序論

　従来の抗てんかん薬の作用機序は，イオン
チャネルや興奮・抑制性神経伝達物質，シナプ
ス伝達が主なターゲットであった。ところが，
ケトン食による代謝変化に関する理論的考察を
基に，乳酸脱水素酵素（LDH）阻害剤がてん
かん発作抑制作用を示すことが近年報告され
た1）。これにより，代謝を主なターゲットとし
た新規抗てんかん薬開発の可能性が示された
が，ケトン食療法による代謝の変化は幅広く，
LDH阻害作用以外にも未知の作用機序が潜ん
でいるものと考えられる。
　難治てんかんの一部にケトン食療法が有用で
あるが，その作用機序は十分解明されていな
い。また，ケトン食療法は患者と家族にとって
は負担が強いため，有効性を事前に予測する手
段があれば極めて有用と考えられる。さらに，
ケトン食療法の有効例と無効例の間に代謝プロ

ファイルの差異が見つかれば，ケトン食の作用
機序に関するヒントが得られる可能性もある。
　本研究では，網羅的代謝物解析（メタボロー
ム解析）を活用し，（1）ケトン食療法にともな
う代謝変化の包括的検討，（2）ケトン食療法の
有効性を事前予測可能な代謝物の探索，を目的
とした。

方法

　岡山大学病院または共同研究医療機関におい
て，ケトン食療法を行った難治てんかん患者を
被験者とし，血液と尿を採取した。検体採取時
期は，ケトン食開始前，開始2～4週後，開始2
～3か月後，開始半年後，開始1年後とした。本
研究は岡山大学倫理委員会で承認済みである

（承認番号：研1604-009）。
　可能な限り食餌の影響を排除するために，検
体採取前の絶食時間は原則4時間以上としたが，
一部絶食時間が2～3時間の検体が含まれた。
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　血液検体は，EDTA-2Na試験管（株式会社
SRL，PN5試験管）に採取後速やかに氷冷し，
採取後2時間以内に2000×g，4℃で20分間冷却
遠心した。冷却遠心後の上清（血漿）を分注
し，採取後4時間以内に凍結した。凍結温度が
-70℃以下のディープフリーザでなかった場合，
採取後8時間以内にディープフリーザへ移動し
た。
　尿検体は，採取後速やかに氷冷し，採取後2
時間以内に2000～3000×g，4℃で5分間冷却遠
心した。冷却遠心後の上清を分注し，上記と同
様に-70℃以下で凍結した。
　検体は岡山大学病院に集約したのち，東北大
学東北メディカル・メガバンク機構にてメタボ
ローム解析（GC-MS/MS，LC-MS/MS）を行っ
た。
　GC-MS/MS解析における検体の前処理方法
はNishiumiらの方法2）に従い，分析機器はGC/
MS TQ 8040（島津社製）を用いた。代謝物
ピークは，代謝物に特異的なプリカーサーイオ
ン，プロダクトイオン，保持時間データを利用
して自動的に同定し，次いで手作業による確認
を行った。本研究で用いた代謝物データベース
には，333物質由来の475ピークが含まれてい
る3）。
　LC-MS/MS解析では，分析機器はACQUITY 
UPLC I-Classお よ びXevo TQ-XS （Waters社
製），測定キットはMxP®Quant 500（Biocrates
社製）を用いた。本キットは最大630代謝物を
ターゲットとしている。
　尿検体では，代謝物濃度のクレアチニン補正
を行った。得られた血漿・尿の代謝物濃度デー
タに対し，MetaboAnalyst 5.0（https://www.
metaboanalyst.ca/）を用いて統計解析を行っ
た。
　代謝物濃度データは正規性を増すために対数
変換を行い，代謝物毎に平均値が0，分散が1に
なるようスケーリングを行った。二群間の差異
の検討方法として，代謝物毎にノンパラメトリッ
ク単変量検定（対応のある場合はWilcoxon 
signed-rank test，対応のない場合はMann-
Whitney検定）を行い，検定の多重性を考慮し
てfalse discovery rate（FDR）＜0.05の代謝物

を有意な変化をみとめた代謝物と判定した。次
に，多変量解析として部分的最小二乗判別分析

（PLS-DA）を行い，群間差に寄与する度合い
の高い（variable importance for prediction 

［VIP］ score ≥ 1.5）代謝物を決定した。

結果

　ケトン食開始前と導入直後（開始2～4週後）
の検体が得られた11症例を解析対象とした。ケ
トン食開始時年齢は，0歳8か月～17歳3か月（中
央値3歳11か月）であった。てんかん病型は，
West症候群が5例，Dravet症候群が3例，全般
てんかん（特定のてんかん症候群に属さない），
Lennox-Gastaut症候群，焦点てんかん（特定
のてんかん症候群に属さない），が各1例であっ
た。ケトン食開始3か月時点での，ベースライ
ン（ケトン食開始前4週間）からの発作減少率
は，著効（≧75％）が2例，有効（50～75％）
が6例，無効（＜50％）が3例であった。発作抑
制に至った症例はなかった。

■ケトン食による早期の代謝変化
　まず，ケトン食による早期の代謝変化を検討
するために，ケトン食開始前と導入直後（開始
2～4週後）のペア検体を解析した。GC-MS/
MSでは11例（22検体）を解析した。LC-MS/
MSでは一例が解析に間に合わず，10例（20検
体）を解析した。
　血漿のGC-MS/MSデータでは，定量された
165種の代謝物のうち11種が，単変量検定にて
有意な変化を認めた（Wilcoxon signed-rank 
test, FDR＜0.05）（Tab. 1）。このうち，5種（3-
ヒドロキシ酪酸，アセト酢酸，3-ヒドロキシイ
ソ酪酸，アセチルグリシン，2-ヒドロキシ酪酸）
で有意かつ2倍以上の増加，2種（グリオキシル
酸，シスチン）で，有意かつ1/2以下への減少
を認めた（Fig. 1）。一方，多変量解析（PLS-
DA）では，前述の5種のほか，デカン酸，オ
クタン酸，シトラマル酸などが有意に増加

（VIP score ≥ 1.5）していた（Fig. 2）。
　尿のGC-MS/MSデータでは，定量された175
種の代謝物のうち11種が，単変量検定にて有意
な変化を認めた（Wilcoxon signed-rank test, 
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FDR＜0.05）（Tab. 2）。このうち6種で，有意
かつ2倍以上の増加を認めた（Fig. 3）。増加し
ていた代謝物の内訳は，血漿で有意に増加して
いたものに加え，3-アミノイソ酪酸，3-ヒドロ

キシプロピオン酸が含まれた。一方，多変量解
析（PLS-DA）では，前述の6種のほか，2-アミ
ノ酪酸，3-ヒドロキシ-3-メチルグルタル酸，3-
ヒドロキシイソ吉草酸などが有意に増加してい

Tab. 1　ケトン食開始後に有意に変化した代謝物（血漿検体，GC-MS/MS解析）
ケトン食開始後に増加している代謝物を太字で，その他はケトン食開始後に減少している代謝物を
示す。（Wilcoxon signed-rank test, false discovery rate ［FDR］ ＜0.05）

Fig. 1　ケトン食開始後の代謝物（血漿検体，GC-MS/MS解析）の変化
Volcano plotで示す。X軸はFold change（FC）の二進対数表示，Y軸はp値の常用対数表示を表す。
ケトン食前に比べ，開始後検体において，有意かつ2倍以上増加していた代謝物，および，有意かつ
1/2以下に減少していた代謝物をそれぞれ四角で囲む。
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た（Fig. 4）。
　血漿のLC-MS/MSデータでは，定量された
329種の代謝物のうち45種が，単変量検定にて
有意に変化していた（Wilcoxon signed-rank 
test, FDR＜0.05）。単変量検定，PLS-DAの両
方で有意に増加している代謝物は，大部分がト
リグリセリド，ジグリセリドといった脂質類，

またはアシルカルニチン（3-ヒドロキシブチリ
ルカルニチン，アセチルカルニチン，ステアロ
イルカルニチン）であった。また，3-アミノ酪
酸の増加，および，シスチン，グルタミン酸と
いったアミノ酸の増減を認めた。
　一方，尿のLC-MS/MSデータでは，定量さ
れた66種の代謝物のうち，有意に変化している

Fig. 2　ケトン食開始前・後の代謝物（血漿検体，GC-MS/MS解析）多変量解析
（左）部分最小二乗判別分析（PLS-DA）。ケトン食前を緑，ケトン食開始後を赤で示している。二群
は明確に分離されている。（右）群間差への寄与が大きい（VIP scores ≥ 1.5）代謝物を示す。ケトン
食開始後に増加した代謝物を太字で，その他は減少した代謝物を示す。単変量検定と多変量解析で共
通して上昇がみられた代謝物に★をつけた。

Tab. 2　ケトン食開始後に有意に変化した代謝物（尿検体，GC-MS/MS解析）
ケトン食開始後に増加している代謝物を太字で示す。（Wilcoxon signed-rank test, false discovery 
rate ［FDR］ ＜0.05）
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Fig. 3　ケトン食開始後の代謝物（尿検体，GC-MS/MS解析）の変化
Volcano plotで示す。X軸はFold change（FC）の二進対数表示，Y軸はp値の常用対数表示を表す。
ケトン食前に比べ，開始後検体において，有意かつ2倍以上増加していた代謝物を四角で囲む。

Fig. 4　ケトン食開始前・後の代謝物（尿検体，GC-MS/MS解析）多変量解析
（左）部分最小二乗判別分析（PLS-DA）。ケトン食前を緑，ケトン食開始後を赤で示している。二群
は明確に分離されている。（右）群間差への寄与が大きい（VIP scores ≥ 1.5）代謝物を示す。ケトン
食開始後に増加した代謝物を太字で，その他は減少した代謝物を示す。単変量検定と多変量解析で共
通して増加がみられた代謝物に★をつけた。
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代謝物は3-アミノ酪酸のみであった。

■�有効例と無効例の開始前検体の代謝プロ
ファイルの差異

　ケトン食開始3か月時点での，ベースライン
（ケトン食開始前4週間）からの発作減少率をも
とに，有効例（発作減少率50％以上）と無効例

（発作減少率50％未満）に分け，ケトン食開始
前検体の代謝プロファイルの二群間の差異を検
討した。
　ケトン食開始後3か月の時点の有効例は8例，
無効例は3例であった。血漿，尿検体のいずれ
の解析においても，二群間で差異のある代謝物
は得られなかった。

考察

　ケトン食開始前に比べて，開始後検体で有意
に増加していた代謝物について考察する（Fig. 
5）。
　まず，ケトン体である3-ヒドロキシ酪酸とア
セト酢酸，および，各種脂肪酸の増加を認めた
が，これらはケトン食開始による当然の変化と
いえる。

　アセチルグリシン，アセチルカルニチンが増
加していることから，アセチルCoA増加が推察
される。これは，低炭水化物の状況下で大量に
脂肪が供給されるため，脂肪酸のβ酸化が亢進
した結果と考えられる。同様に，β酸化亢進に
より，奇数鎖脂肪酸由来のプロピオニルCoAが
増加したと推察され，結果的に3-ヒドロキシプ
ロピオン酸が増加したと考えられた。
　また，脂肪酸のβ酸化が亢進した結果，アセ
チルCoAが増加し，アセチルCoAからアセトア
セチルCoA，3-ヒドロキシ-メチルグルタリル
CoAを経て，ケトン体産生に向かう。3-ヒドロ
キシ酪酸より3-ヒドロキシブチリルカルニチン
が産生されて増加したと考えられた。また，3-
ヒドロキシ-メチルグルタリルCoAが増加した
結果，3-ヒドロキシ-メチルグルタル酸が増加し
たと考えられた。
　さらに，3-ヒドロキシイソ吉草酸の増加を認
めた。これは，ケト原性アミノ酸であるロイシ
ンの代謝経路において，中間代謝物である3-ヒ
ドロキシ-メチルグルタリルCoAが著増したた
めに，すぐ上流の3-メチルクロトニルCoAも増
加し，別経路の3-ヒドロキシイソバレリルCoA

Fig. 5　ケトン食後に増加していた代謝物のまとめ
赤：単変量検定と多変量解析の両方で有意差が検出されたもの（血漿と尿両方）
濃いオレンジ：単変量検定と多変量解析の両方で有意差が検出されたもの（尿のみ）
薄いオレンジ：単変量または多変量解析で有意差が検出されたもの（血漿または尿）
緑：有意差が検出されなかったもの　黒：測定対象外
C4-OH, 3-ヒドロキシブチリルカルニチン；C2, アセチルカルニチン
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を経て3-ヒドロキシイソ吉草酸の増加に至った
と考えられた。
　前述のとおり，脂肪のβ酸化亢進によりプロ
ピオニルCoA増加が推察されるが，その結果と
して，プロピオニルCoAに至るバリンやチミン
の中間代謝物である3-ヒドロキシイソ酪酸，3-
アミノイソ酪酸が増えたと考えられた。同様の
機序で，2-ケト酪酸の増加が推測され，結果と
してその上流にある2-ヒドロキシ酪酸，2-アミ
ノ酪酸が増加したと考えられた。
　以上より，ケトン体や脂肪酸以外で，ケトン
食開始後に有意に増加していた代謝物は，3-ヒ
ドロキシイソ酪酸，3-アミノイソ酪酸，2-ヒド
ロキシ酪酸，2-アミノ酪酸，3-ヒドロキシプロ
ピオン酸，3-ヒドロキシ-3-メチルグルタル酸，
3-ヒドロキシイソ吉草酸であり，2-ケト酪酸の
増加も推測された。これらは分岐鎖アミノ酸の
分解産物，γ-アミノ酪酸（4-アミノ酪酸）・乳
酸（2-ヒドロキシプロピオン酸）・ピルビン酸

（2-ケトプロピオン酸）などの類似物質である
が，これらの抗てんかん作用はこれまで十分検
討されていない。Kadowakiらは2-ケト酪酸が
興奮性シナプス後電流を抑制することを報告し
ている4）。今後，これらの代謝物の神経作用を
検討することにより，新薬開発につながる可能
性があり，期待される。なお，ケトン食後に減
少した代謝物については，今後意味合いを検討
予定である。
　一方，有効例と無効例の比較では，症例数が
少なく，かつ，有効例が多数を占めたため，二
群間で有意差を認める代謝物はみつからなかっ
た。
　今後は，3か月以上ケトン食を継続し，中～
長期検体が得られている症例の代謝変化を解
析・検討する予定である。また，本研究を継続
し，症例を増やすことにより，有効例・無効例
に代謝プロファイルに差がでるか引き続き検討
したい。

おわりに

　本研究では，ケトン食療法開始前後のヒト臨
床検体（血漿，尿）を対象としたメタボローム
解析を活用し，（1）ケトン食療法にともなう代

謝変化の包括的検討，（2）ケトン食療法の有効
性を事前予測可能な代謝物の探索，を行った。
ケトン食療法にともなう早期の代謝変化とし
て，従来知られていた脂質類とケトン体の変化
のみならず，分岐鎖アミノ酸の分解産物やγ-
アミノ酪酸・乳酸・ピルビン酸などの類似物質
にも変化がみとめられ，今後神経作用の検討候
補になり得ると考えられた。ケトン食療法の有
効性の事前予測については，症例数が少なく，
かつ有効例に偏っていたため，結果が得られな
かった。
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