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研究成果の概要（和文）： 
 新生児期に肝内胆汁うっ滞症(NICCD)を、成長後成人発症 II 型シトルリン血症（CTLN2）を呈
するシトリン欠損症のモデルマウスを作成し、本疾患における糖質毒性を明らかにした。具体
的にはショ糖経口投与後の肝内代謝をメタボローム解析によって網羅的に解析し、グリセロー
ル-3-リン酸（G3P）がバイオマーカーとなることを明らかにした。さらに食事中の糖質（炭水
化物）が多いと摂食量が低下し、体重減少を起こすこと、摂食量、体重減少の回復に有効な栄
養成分として、たんぱく質、その成分のアミノ酸、ピルビン酸、ならびに中鎖脂肪酸を成分と
するトリグリセリドを同定し、それらの肝内 G3P レベルへの効果を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   We have established a model mouse of citrin deficiency causing neonatal intrahepatic 
cholestasis (NICCD) at neonatal period and adult-onset type II citrullinemia (CTLN2) at 
adult age. We showed that administration of sugars to the mice caused deterioration such 
as hyperammonemia. From the metabolomics analysis, we found that administration of 
sugars induced a marked increase in hepatic glycerol-3-phosphate (G3P), which is useful as 
a biomarker for citrin deficiency. We found that dietary change from high protein to low 
protein induced a decreased body weight, mimicking growth retardation or skinniness in 
the disease and that addition of substance such as protein, amino acids, pyruvate and 
medium-chain triglyceride to the low-protein diet increased food intake and body weight.  
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは、高アンモニア血症に基づく、失見
当識、意識障害、異常行動、痙攣などを伴う成人
発症 II 型シトルリン血症（CTLN2）の病因遺伝
子、SLC25A13、を明らかにし、その遺伝子産物
をシトリン (citrin) と名づけた [Kobayashi et al. 
Nature Genet 1999; 22:159-163]。シトリンの欠
損は、CTLN2 のみならず、肝内胆汁うっ滞を伴
う新生児肝炎 (NICCD; neonatal intrahepatic 
cholestasis caused by citrin deficiency) をも引き
起こすことを明らかにし、シトリン欠損症という
疾患概念を打ち立てた[Saheki & Kobayashi J 
Hum Genet 2002; 47:333-341]。シトリンの機能
は、カルシウムで活性化されるミトコンドリア内
膜局在のアスパラギン酸 (Asp)・グルタミン酸 
(Glu) 輸送体(AGC)であることも解明し[Palmieri 
et al. EMBO J 2001; 20:5060-5069]、シトリン欠
損症の各種症状の発症機構が AGC としてのシト
リンの欠損に起因すると考えられることを明らか
にした [Saheki & Kobayashi J Hum Genet 
2002]。同定した 50 種を超える SLC25A13 変異
から、日本、中国、韓国を含む東アジアには共通
の変異があり、イスラエル人や白人の変異とはま
ったく異なることを明らかにできた[Tabata et al. 
J Hum Genet 2008; 53: 534-545]。変異の頻度（ヘ
テロ接合体頻度）は、日本人で 69 人に 1 人であ
るが、南中国では 40 人に 1 人にも及び、高頻度
の常染色体性劣性遺伝疾患であることを明らかに
した [Lu et al. J Hum Genet 2005; 50: 338-346]。
一方、申請者らは、CTLN2 患者の治療における
高糖質食、高濃度糖輸液、および脳浮腫治療への
グリセロール投与の危険性を指摘し、さらに、た
んぱく質・脂肪を好むという、シトリン欠損症者
の特異な食癖を定量的に解析し、本質的には糖質
の摂取量が少ないこと、すなわち、糖質を忌避し
ていることを明らかにし[Saheki et al. J Inherit 
Metab Dis 2008; 31: 386-394]、シトリン欠損症に
おける糖質毒性を医学会に警告してきた。 
申請者らは、病態解明・治療法の開発を目的と

して、シトリン（Ctrn)欠損のみならず、ミトコン
ドリアグリセロール -3-リン酸脱水素酵素
（mGPD）をも欠損した、ctrn/mGPDダブルKO
マウスを作成し、高アンモニア血症、シトルリン
血症、低血糖を呈するヒトシトリン欠損症モデル
マウスを作成した[Saheki et al. J Biol Chem 
2007; 282:25041-52]。ダブルKOマウスの高アン
モニア血症は、ショ糖溶液の投与によって著しく
増強された。このことは上記のヒト患者に観察さ
れる糖毒性と一致する。 
一方、すでに50例に及ぶシトリン欠損症症例で肝
移植が施行され、代謝的にはほぼ完治と思われる
ほどの効果がある。しかし、肝移植にはドナーや
費用の問題がある。また、アルギニンや分枝アミ
ノ酸製剤の CTLN2 における高アンモニア血症の
治療効果が報告されているが、より病因に直結す
る治療法の開発が急務である。申請者らは、マウ
スモデル確立の過程で、ピルビン酸の効果に気づ

き、初期の CTLN2 患者にピルビン酸ナトリウム
を投与し、検査所見の正常化と身体発育への顕著
な効果を認め、報告した[Mutoh et al. J Inherit 
Metab Dis 2008; 31: S2:343-7]。 
２．研究の目的 
 本研究は以上のきわめて独創的な研究を踏まえ、
マウスモデルを用いてシトリン欠損症における病
態形成に関わる糖質毒性の機構を解析し、その適
切な病態指標を発見し、内科的治療法を確立する
ことにある。 
 
３．研究の方法 
 シトリン欠損症モデルマウスであるCtrn/mGPD 
double-KOマウスを用いて以下の解析を行った。 
[1]高アンモニア血症を増強するショ糖投与が肝
内代謝物に与える影響を、CE/MS (capillary 
electrophoresis/mass spectrometry)を用いるメ
タボローム解析で解析し、酵素法とLC/MSを用い
るアミノ酸分析法により確認した。 
[2]CTLN2の発症誘因として知られるエタノールと
グリセロールをマウスに自由摂取させ、その濃度
の効果を検討した。 
[3]CTLN2の発症誘因であるエタノール、またはグ
リセロールを強制投与し、肝内代謝物の変化をシ
ョ糖投与によって起こった変化と比較検討した。 
[4]食餌を通常投与のCE-2から成熟げっ歯類の栄
養必要量を満たすとされるAIN-93Mに変換したと
きの体重と摂取量の変化を検討し、摂取量と体重
の減少を回復させる物質について検討した。 
[5][4]で効果を示した物質を25％ショ糖液に混じ、
マウスに強制投与し、その1時間後の肝内代謝物
の変動を検討した。  
 
４．研究成果 
[1]ショ糖強制投与による肝内代謝物変動のメタ
ボローム解析 
 シトリン欠損症モデルマウスに関わる4種のマ
ウス（野生型ｗｔ、シトリン欠損 Ctrn-KO、ミト
コンドリア膜局在グリセロリン酸脱水素酵素欠損
mGPD-KO および両遺伝子を欠損する Ctrn/mGPD 
double-KO マウス）を育種によって確保した。シ
ョ糖投与においては、胃ゾンデを用い、 50%ショ
糖溶液（10g/kg体重）または対照として0.9%NaCl
液（生食）を投与し、1 時間後に肝臓を急速冷凍
採取し、3%過塩素酸で除蛋白後、CE/MS (capillary 
electrophoresis/mass spectrometry)による代謝
物一斉検索（メタボローム解析）を行い、顕著な
変化を認めた代謝物に関しては酵素法、または
LC/MSによるアミノ酸分析で確認を行った。 

以下に結果を示す。 
1) 解糖系とTCAサイクル中間体の変動 

 解糖系では、ショ糖投与によって、double-KO
マウス肝内G3P (glycerol-3-phosphtae)濃度が著
しく上昇し、G3P が本病態のマーカーとなると考
えられた。 
TCAサイクル中間体citrateとmalateは生食投

与時に、Ctrn-KO と double-KO マウスにおいて高



値を示し、ショ糖投与時にはdouble-KO マウスに
おいて他のマウスに比し、有意に低値を示した。 
2) 尿素サイクルの異常 
ショ糖投与時に、 double-KO マウスの

citrulline濃度がG3P同様に著しく高い値を示し
た。Aspartate は Ctrn-KO と double-KO マウスで
低値であるが、ショ糖投与では変化がなかった。 
3) Lysine (Lys)代謝の異常 
ショ糖投与時に Lys から saccharopine の間で

Lys 代謝が阻害されることが判明した。ショ糖投
与下のdouble-KOマウスの肝内Lys濃度はアミノ
酸分析の結果、2倍以上に増加した。 
4) Glutamate (Glu)とglutamine (Gln) 
Ctrn-KO と double-KO マウスで生食投与下に Glu
は高値であったが、ショ糖投与によって、
double-KOマウスでは有意に低下した。Glnは生食
投与下では差がなかったが、ショ糖投与で
double-KOマウスでは低下した。その他、Alanine 
(Ala)がショ糖投与下ではwtとmGPD-KOマウスで
上昇したが、他2種のマウスでは変化がなかった。 
 以上の結果から、G3P が本マウスの病態マーカ
ーとなり、治療薬などの効果判定に有用と考えら
れた。 
[2] 4 種マウスにおけるショ糖、グリセロール、
エタノールの自由摂取量と濃度の関係 
 ショ糖の強制投与によってdouble-KO マウスで
は血中アンモニアが上昇する。アルコール摂取や
グリセロールの投与は CTLN2 の発症誘因または悪
化因子である。そこで、マウスのショ糖、エタノ
ール、グリセロールの自由摂取量について検討し、
またエタノールとグリセロールの強制投与がの肝
内代謝中間体への影響を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 ．ショ糖溶液の摂取量[A]に及ぼすショ糖濃度の影響 

白丸は wt、灰色は Ctrn-KO、斜線は mGPD-KO、黒丸は

Ctrn/mGPD double-KO マウスを示す。アルファベット文字は

genotype 間の ANOVA 解析結果を示し、同じ文字間には有意差は

ない。 

 

 方法は、１ケージに水と試験溶液の入ったボト
ル２本を用意し、マウスがどちらのボトルからも
自由に摂取できるようにした。試験溶液の濃度を
変化して、摂取量を測定（重量変化測定）した。
体重の影響をなくすために25g 体重あたりで表し

た 
1) ショ糖摂取量(図1) 
 Double-KO マウスを除くすべての genotype マ
ウスは、エネルギーの存在を示す甘い味を好み、
5%～10%のショ糖溶液を大量に摂取したが、
double-KO マウスはショ糖の濃度を変えても摂取
量は増加しなかった。この現象の機構に甘味の問
題か、ショ糖の代謝物の効果かを区別するために
サッカリンを試験した結果、他のマウス同様にサ
ッカリンを好んで摂取したので、甘味を嫌うわけ
ではないことが判明した。 
2) エタノール摂取量 
 3％のエタノールの摂取量にはマウス間に有意
差はなかったが、6％ではmGPD-KOとdouble-KOマ
ウスにおいて著しく低下し、9％ではほとんど摂取
しなかった。Ctrn-KOマウスも6%濃度ではwtマウ
スよりは少なく、mGPD-KO と double-KO マウスよ
り多い摂取量であり、さらには 9％でも同じ傾向
を示した。 
3) グリセロールの摂取量 
 グリセロールの摂取量においてもエタノールの
摂取量とほぼ同様の傾向を示した。5%と10％では
mGPD-KO と double-KO マウスの摂取量は著しく低
下した。Ctrn-KOマウスでは5％でwt と mGPD-KO
および double-KO マウスの中間値を示し、10％で
はmGPD-KOおよびdouble-KOマウスのレベルにま
で低下した。 
以上の結果は double-KO マウスのみならず、

mGPD-KO、Ctrn-KOマウスにおいても、本実験で用
いた比較的低濃度～中間の濃度のエタノールおよ
びグリセロールの摂取を嫌う傾向を示した。この
ことは、エタノールとグリセロールはこれらのKO
マウスに害作用を及ぼすものと考える。 
4) 肝内代謝中間体濃度へのエタノール、および
グリセロール投与の影響 
 9％エタノール、または5％と10％のグリセロー
ルを強制的に投与し、1 時間後に肝内代謝中間体
の変動を検討した。 
(1) Glycerol-3-phosphate (G3P) (図2[A]) 
 ショ糖投与で著しく増加した G3P は、エタノー
ル及びグリセロール投与においても大きく増加し
た。wt マウスでもエタノール投与によって、
Ctrn-KO および mGPD-KO マウスと同等のレベルに
まで上昇した。Double-KO マウスではさらに有意
に高いレベルに達した。5%グリセロールでは
double-KOマウスで顕著に上昇した。10%グリセロ
ールではmGPD-KOマウス、及びCtrn-KOマウスの
レベルも上昇した。wtマウスでも有意に上昇した。 
 (2) Citrulline (図2 [B]) 
 Citrulline 濃度はショ糖投与によって
double-KO マウスの肝内に増加するが、エタノー
ル投与、グリセロール投与では Ctrn-KO マウスに
おいても上昇した。Ctrn-KOマウスではmGPD活性
は正常なので、ショ糖投与程度の細胞質NADH上昇
ストレスでは尿素サイクル異常はきたさなかった
が、エタノールやグリセロールのような調節を受
けず、細胞質NADHを上昇させるストレスに対応で
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きず、尿素サイクル異常を起したものと考えられ
る。しかし mGPD-KO マウスではまったく異常を示
さなかった。このことは尿素サイクル異常がエタ
ノールやグリセロールを嫌う最大の理由とはなら
ないことを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ．ショ糖、エタノール、グリセロール強制投与による主要な肝

内代謝物濃度の変動 

生食、50%ショ糖、9%エタノール、5%および 10%グリセロールを図に

示す量経口投与し、1時間後に肝臓をfreeze-clampし、抽出液を調

製し、[A]G3P、[B]]citrulline 濃度を測定した。 

 
 その他の肝内代謝中間体濃度変動についても検
討したが、高濃度のショ糖、エタノール、グリセ
ロールの忌避を起しうる適切な(矛盾のない)肝臓
因子を見出せなかった。しかし、G3P の濃度上昇
はある程度忌避行動と関連性を持つと考えられる。
さらに何らかの因子との複合的な作用なのかもし
れない。あるいは、肝臓ではなく、腸管の代謝の
効果が脳に影響を及ぼしているのかもしれない。 
[3] 摂食障害と体重減少、ならびに摂食障害回避

に働く物質の探索 
 本項では、Ctrn/mGPD double-KOマウスを用い、
食餌を通常の固形食 CE-2（Clea Japan)から、よ
り高糖質食で、合成粉餌食である AIN-93M を
double-KO マウスに投与した時に観察される体重
減少と食餌摂取量の変化について検討した結果を
示し、それらの変化を解消する効果を持つ物質に
ついて検討した結果、およびそれらの物質が肝内
代謝物濃度にどのような効果を持つかを比較検討
した結果も報告する。 
 AIN-93M はアメリカ栄養協会推奨の成熟げっ歯
類に充分の栄養を含む、栄養成分が明確な粉餌食
である。CE-2とAIN-94Mの大きな違いは、CE-2の
糖質50%、たんぱく質25.1%に対し、AIN-93Mはそ
れぞれ72.1%と14%で、糖質とたんぱく質含量にあ
る。CE-2からAIN-93Mに切り替え1週間飼育しそ

の間の食餌摂取量と体重を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3．CE-2からAIN-93Mへの食餌変換に伴う摂食量と体重変化、

ならびにカゼインの効果 

カラムは摂食量、○は体重を示す。斜線入りマークは mGPD-KO

を、黒マークは double-KO マウスを示す。**p<0.01 マウス間の摂

食量比較；##p<0.01 AIN-93M投与の摂取量との比較；ǂ, p,0.05, ǂǂ、

p<0.01 vs AIN-93M 投与 mGPD-KO マウスの体重との paired 

t-test；†, p,0.05, ††, p<0.01 vs AIN-93M投与double-KO マウスの体

重との paired t-test; 

 

1) AIN-93M投与によって生じた体重減少と摂食量
の低下 
 CE-2を投与されていたマウスにAIN-93Mを投与
すると、Ctrn/mGPD double-KOマウスでは体重が1
週間で約25％減少した。図3には、mGPD-KOマウ
スと double-KO マウスのみの結果を示すが、
double-KO マウス以外の 3 種のマウスでは体重減
少は起こらない。double-KO マウスに見られた体
重減少は食餌摂取量の低下に起因する(図 3)。
mGPD-KO マウスを pair-fed 法で飼育すると
double-KOと同じレベルまで体重が低下した。 
2) AIN-93Mへのたんぱく質の添加の効果 
 CE-2とAIN-94Mの大きな違いはたんぱく質含量
にある。そこで、AIN-93M にカゼインを 8%加え、
総たんぱく質含量22%にする(添加量分のコーンス
ターチを減じ、総量を合わせた)と摂取量が増え、
体重も増加した。 
3) アミノ酸の効果 
 カゼインの水解物である tryptone がショ糖投
与による高アンモニア血症の増強を抑制すること
をも見出した（data, not shown）ので、カゼイン
の成分であるアミノ酸に同じ効果があると考え、
実験を行った。すでに他の方法で有効性を確認し
ていた Ala を AIN-93M に添加した結果、5%～10%
の添加でカゼインと同様の効果を得た。同様の効
果は sodium glutamate (Glu-Na)の添加によって
も得ることができた。 
4) Sodium pyruvateの効果 
 すでにモデルマウスでも臨床的にも有効と考え
られるsodium pyruvate (Na-Pyr)の添加は摂食量
の増加と体重の正常化をもたらした。 
 
5) 脂質の効果 
 シトリン欠損症患者はたんぱく質と同時に脂質
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の摂取比率も高い。そこで、この系に、大豆油、
オリーブオイル、ラード、魚油、中鎖トリグリセ 
ロド（MCT）などを 6%の割合で添加した。長鎖脂
肪酸を成分とする大豆油、オリーブオイル、ラー
ド、魚油（data, not shown）はなんらの効果も示
さなかったが、MCT の添加は摂食量の増加と体重
の増加をもたらした。 
6) 経口ショ糖投与による肝代謝異常へのNa-Pyr、
Ala、Na-Glu、MCTの効果の比較 
 Na-Pyr、Ala、Na-Glu、および MCT は、AIN-93M
による食餌摂食量と体重の減少を回復させる効果
があった。それらを 25%ショ糖溶液に混じ、投与
し、肝代謝異常への効果を比較検討した。 
(1) ショ糖による肝内G3P濃度上昇への効果比較 
図4に示すように、ショ糖投与による著しいG3P

の上昇は、Na-Pyrの投与でdouble-KOマウスの生
食投与のレベルよりも低下し、高い G3P 低下能力
を示した。2種のアミノ酸は、G3Pレベルを生食投
与のレベルにまで低下させ、同様に高い効果が得
られている。MCT は有意な低下効果を示したが、
変動が大きかった。 
(2)肝内citrate濃度低下への効果比較 
ショ糖投与によって TCA サイクル中間体濃度は

低いレベルに低下する。Na-Pyrはショ糖の投与に
よって低下した citrate レベルを有意に上昇させ
たが、他のアミノ酸、およびMCT にはそのような
効果は観察されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．ショ糖投与による glycerol-3-phosphate 濃度変化に対する

Na-Pyr、Na-Glu、alanine、MCT の同時投与の効果 

25%ショ糖と同時に Na-Pyr、Na-Glu、alanine、MCT を投与し 1 時間

後にfreeze-clamp法にて肝臓を採取し、肝内G3Pを定量した。白カ

ラムはwtマウスを、黒カラムはdouble-KOマウスを示す。#p<0.05, 

##p<0.01．括弧はマウスの数を示す。 

  
(3) 肝内citrulline濃度上昇への効果 
Na-Pyr、アミノ酸はほぼ同等にcitrulline濃度

を生食投与レベルまで低下させた。MCT は有意に
citrulline レベルを低下させたが、その変更幅
（SD）は大きかった。 
(4)肝内lysine濃度低下への効果比較 
ショ糖投与によって上昇したLys濃度はNa-Pyr

によって生食投与および wt マウスレベルまで低

下した。２種のアミノ酸、および MCT では有意な
効果は観察されなかった。 
(5)その他アミノ酸濃度への効果 
  Alaと Na-Gluの投与によってGlu濃度のショ糖
による低下は抑制された。Aspartate 濃度は
double-KO マウスで低く、ショ糖投与では影響さ
れなかったが、AlaおよびNa-Gluの投与によって、
wtのレベルに回復した。Na-PyrとMCTにはそのよ
うな効果はなかった。 
 以上の結果は、高糖質食投与は、摂取量低下、
さらに体重減少を引き起こすこと、しかし、食餌
へのたんぱく質の添加、その成分のAlaやNa-Glu
の添加、さらには、Na-PyrやMCTの添加で食摂取
量を増加させ、体重を元に復帰させることができ
た。この結果は、①シトリン欠損症の1つの症状
である体重減少、成長障害、痩せが、糖質過剰に
よってもたらされる、糖質の毒性にひとつである
こと、②それをたんぱく質、その成分のアミノ酸、
MCTのようなある種の脂質、さらにはNa-Pyrなど
によって回復させることができること、を示し、
シトリン欠損症治療の上、非常に重要な知見であ
る。さらに肝内代謝物の変動解析からはそれぞれ
の作用は異なると考えられる。すなわち、これら
の物質の組み合わせはさらに治療効果を増強させ
える可能性があり、今後の検討課題である。 
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