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研究成果の概要（和文）：ビタミンB12（B12）は必須の栄養素であり、近年の疫学調査から認知症の発症リスクと血漿
中B12量が相関するとされている。そこで、神経様細胞に分化するSH-SY5Y細胞の複数のB12代謝（Cbl）遺伝子発現を抑
制し、それらの神経への分化を検討した結果、Cbl遺伝子の発現を抑制すると神経細胞への分化率が低くなることを明
らかにした。また、B12欠乏症で見られるミトコンドリア障害や酸化ストレスは見られなかった。この成果は神経の発
達や維持に未知の経路でB12が関与することを示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：Vitamin B12 (B12) is an essential nutrient and its serum content is correlated 
with progression of cognitive symptom as seen in Alzheimer’s and Parkinson’s disease. Here I examined 
effects of B12 metabolizing protein down regulation using RNA interference technique on differentiation 
of SH-SY5Y cell by retinoic acid to have an insight on the relation between the symptom and B12. The down 
regulation of the genes decreased the rate of differentiation without any significant change of 
metabolite profile. Mitochondrial dysfunction and oxidative stress which happen under B12 deficient 
condition were not observed in the cells. These indicate that B12 metabolism has a part in protective 
function on differentiation of neural cell in unknown pathway.

研究分野：獣医生化学、栄養学
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１．研究開始当初の背景 
ビタミン B12（コバラミン；以下 B12）は
コバルト（Co）をコリノイド環に配した構造
を持つ（図１）。一般に動物性食品にのみ含
有され、一部の海藻類を除く植物性食品には
含まれていないとされている（Takenaka et. 
al., Br. J. Nut., 2001）。Co原子の上方に位置
する上方配位子（R）がメチル基のメチルコ
バラミン（Me-Cbl）とアデノシル基のアデノ
シルコバラミン（Ado-Cbl）が、それぞれメ
チオニン合成酵素（MetS）とメチルマロニ
ル CoAムターゼ（MCM）の補酵素として機
能している。それら以外の上方配位子として
OH-, SO3-, CN-などが存在するが、それらに
補酵素としての働きはない。 

図１ ビタミン B12 
様々な上方配位子を有するCblが食物とし
て摂取･吸収され、細胞内で補酵素型へと変
換される（Carmel et al., Hematol., 2003）。
細胞への吸収と代謝に関わる先天性代謝異
常患者からその相補遺伝子として CblA から
CblG の 7遺伝子が提唱されている。これら
先天性代謝異常患者由来の繊維芽細胞を用
いた研究から下図のようなCbl代謝経路の存
在が示唆されている(Galius et al., J. Mol. 
Med., 2010)。どの Cbl 遺伝子上の異常が生
じたかによって、Cbl を補酵素とする生体内
の二つの酵素活性の一方または両方が低下
し、ホモシステイン尿症とメチルマロン酸尿
症のうち、一方またはその両方が起こる。ホ
モシステインとメチルマロン酸はともに細
胞毒性を持つ代謝物であり、通常は低レベル
にその代謝が抑制されているが、それらの蓄
積による代謝障害が生じる。また、近年の疫
学調査によって、潜在的な Cbl欠乏が老人人
口の多くを占め、Cbl 欠乏の進行とともにア
ルツハイマー病や痴呆等の病態を生じるこ
とが報告され、ホモシステイン、メチルマロ
ン酸ともに、先天性代謝異常のバイオマーカ
ーとしてだけではなく、老齢性疾患のバイオ
マーカーとして注目されている（Scott et al., 
J. Neuro. Sci., 2004）。しかしながら、Cbl

欠乏は代謝疾患以外にも様々な神経疾患を
発症し、特に多発性硬化症（multiple 
sclerosis ） を 生 じ る と さ れ て い る
（Scarabrino, J.Neuro. Chem., 2009 ）。加
えて、赤血球の分化異常に起因する巨赤球性
貧血（Megaloblastic anemia）が臨床上の問
題である（Stover, Curr. Opin. Clin. Nutr. 
Metab. Care., 2010）。しかしながら、Cbl欠
乏による代謝異常から、神経症状や巨赤球性
貧血の発症機構を説明することはできない。 
メタボロミクスは体液や組織、細胞などに存
在する代謝物を網羅的に定性･定量し、代謝
ネットワークを検証しようとする試みであ
る(Fiehn, Comp Funct Genomics, 2001)。現
在までに一度の測定からすべての代謝物を
同時に検出する手法は存在しないが、近年の
質量分析装置の発展によって、その測定範囲
は飛躍的に向上している。申請者はこれまで
に質量分析装置を用いたメタボロミクス技
術による代謝解析、特に薬物による肝毒性や
腎毒性、糖尿病における胎児発生異常発症、
機構の解明を試み、多くの成果を挙げてきた。
LCMS では代謝異常と毒性発現を関連付け
るバイオマーカーの探索とその機構を明ら
かにする一連の手法を確立してきた
（Hasegawa et al., J. Toxicol. Phatol., 
2010）。TAA による肝毒性では PAG などの
バイオマーカーを高精度に同定することに
成 功 し た （ Hasegawa et. al., Toxicol. 
Phathol., 2007）。また、腎毒性では病態の進
行と回復の過程を生化学検査や病理検査よ
りも高精度に検出することに成功した
（ Hasegawa et. al., Toxicol. Phathol., 
2008）。また、GCMSでも犬特発性てんかん
の診断バイオマーカー探索にも成功した
（Hasegawa et al., Anal. Bioanal. Chem., 
in press）。本技術を用いて Cbl代謝ノックダ
ウンモデル細胞の代謝から、これまでに見つ
かっていなかった病態代謝の解明が期待出
来る。申請者はHeLa細胞を用いた Cbl遺伝
子群RNAiによるノックダウン細胞の作製を
試みた結果、Cbl遺伝子群 RNAiによる変動
の大きな代謝物を見出し、Cbl 遺伝子産物そ
れぞれの代謝への影響を、有機酸、アミノ酸、
リン脂質において、想定される代謝異常状態
を作出することに成功した。即ち、これまで
繊維芽細胞においてのみ可能であった代謝
異常と細胞機能の関係を分化誘導された株
化細胞において検討することを可能にした
と言える。 
 
２．研究の目的 
神経様培養細胞 SH-SY5 における B12 の
機能：Cbl 遺伝子群のうち、これまでにその
遺伝子配列が明らかにされた CblA-CblF が
ある。特に神経細胞においては、その機能と
形態が密接に関係していることから、細胞の
形態観察から細胞機能への影響を明らかに
することを目的にした。特に Cbl 遺伝子
RNAi によってメチルマロン酸蓄積モデル、



ホモシステイン蓄積モデル、そしてその両方
を蓄積する代謝異常モデルを作出し、B12欠
乏状態のシミュレーションが可能な細胞モ
デルとして、それぞれの代謝異常が細胞分化
機能へ及ぼす影響から B12 欠乏による神経
症状の発症メカニズムの解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
Cbl 遺伝子群 RNAi 細胞の作製 
 RNAi ベクターpSingleRNAi（Clonetech）に
メチルマロン酸蓄積モデルとして CblB, ホ
モシステイン蓄積モデルとして CblG,それら
両方の蓄積モデルとして CblC に対するショ
ートヘアピン配列を付加し、それぞれの Cbl
遺伝子に対する RNAi ベクターを作製した。
それぞれを既報の条件によってSH-SY5Y細胞
にトランスフェクトし、選抜マーカーである
G418 存在下で培養し、安定発現細胞を取得し
た。RNAi 効果の確認は RNAi 誘導剤であるド
キシサイクリン（Dox）存在下で 3 日間培養
した細胞から抽出した RNA を用いて、それぞ
れの Cbl 遺伝子に対する RT-PCR から検討し
た。 
SH-SY5Y 細胞の分化誘導 
 定法によって培養したSH-SY５Y細胞にall 
trans retinoic acid（ATRA）を添加し、培
養した。7 日後に隣の細胞とネットワークを
構成している、または神経様突起の長さが細
胞体の2倍以上になった細胞を分化した細胞
として計数し、分化率を算出した。また、細
胞の分化マーカーとして抗 NF-200 とファロ
イジンを用いたアクチンの免疫蛍光染色を
行った。 
細胞内代謝物の GCMS による網羅的解析 
Cbl 遺伝子 RNAi により、メチルマロン酸ま
たはホモシステインの蓄積が想定されるの
で、Kuharaらの方法（J. Chromatogr. B Biomed. 
Sci., 2000）によって細胞内濃度を GCMS を
用いて測定した。さらに ATP 含有量をルシフ
ェラーゼ法によって測定した。 
ミトコンドリア呼吸活性 
 RNAi 細胞のミトコンドリア呼吸活性の指
標として MitoTracker CMX-ROS による染色を
行った。 
 
４．研究成果 
Cbl 遺伝子 RNAi 細胞の作製 
 3 種の Cbl 遺伝子 RNAi ベクターを作製し、
SH-SY5Y 細胞にトランスフェクトし、抗生物
質によるスクリーニングを行い、安定発現細
胞を取得し、それぞれの RNAi 効率を検討し
た結果、それぞれは約 10～30%であったこと
から、充分な RNAi が行われていると判断し
た。また、RNAi ベクターのトランスフェクト
やDOXの添加による細胞形態の変化や増殖へ
の影響は見られなかった。 
ATRAによるSH-SY5Yの神経様細胞への分化に
及ぼす Cbl 遺伝子 RNAi の影響 
 SH-SY5Y 細胞に ATRA を添加し、7日間培養
すると神経様突起を形成し、近傍の細胞とネ

ットワークを構成する。コントロール細胞で
は明確な神経様突起の伸長とネットワーク
の形成が見られたが、Cbl 遺伝子 RNAi 細胞の
分化率は CblB が約 40%、CblC が約 70%、CblG
が約 50%であり、Cbl 遺伝子 RNA 群では細胞
体が伸長した未分化の細胞が散見された。以
上の結果から、Cbl遺伝子 RNAi によって ATRA
による SH-SY5Yの神経細胞様分化が抑制され
ることが示された。 
分化マーカーである NF-200 による免疫蛍
光染色を実施した結果、それぞれの RNAi 細
胞において、NF-200 の発現が確認されたが、
Cbl 遺伝子 RNAi 細胞内において NF-200 がフ
ィラメントを形成することなく、細胞質中に
分散することが示唆された（図 2）。 

図 2 ATRA によって分化した Cbl 遺伝子
RNAi-SH-SY5Y 細胞における NF-200 の発現 
NF-200 は緑で、ミトコンドリアは赤で、核は
青で染色した。 
 
Cbl遺伝子RNAi細胞内代謝物プロファイルと
ATP への影響 
 Cbl 遺伝子 RNAi によって SH-SY5Y の ATRA
による神経様細胞への分化が抑制されたこ
とから、それぞれの細胞内代謝物の変動を調
べるため、細胞抽出液を調製し、GCMS による
網羅的代謝物解析を行ったが、それぞれの細
胞からCbl遺伝子抑制によって蓄積されるこ
とが期待されたメチルマロン酸、ホモシステ
インは検出されなかった。また、その他の低
分子のプロファイルも検証したが、有意な際
は認められなかった。加えて、それぞれの
RNAi 細胞の ATP 含有量を検討したが、どれも
コントロール細胞との間に有意な差を認め



なかった。さらに、メチルマロン酸はミトコ
ンドリア呼吸を阻害すること、ホモシステイ
ンは酸化的ストレスを与えることから、ミト
コンドリア電位の検討を行ったが、ミトコン
ドリア電位に対する影響も認められなかっ
た。これらの結果は、それぞれの RNAi が代
謝プロファイル、さらにはエネルギー代謝で
あるATP合成に対して軽微な影響しか与えて
いないことを示唆するものである。 
 以上の結果を要約すると、B12 代謝低下状
態にあるSH-SY5Y細胞は神経細胞様の分化が
抑制されたことから、B12 代謝の低下は神経
細胞の維持に影響することが考えられる。し
かしながら、その分子機構については、これ
までに先天性B12代謝異常症において説明さ
れてきたメチルマロン酸やホモシステイン
の高度な蓄積によってもたらされる電子伝
達系の阻害や酸化的ストレスによるもので
はないことが示唆された。今後、本研究にお
いて作製したB12代謝低下神経細胞を用いて、
B12 による神経保護作用の分子機構を明らか
にすることが求められる。 
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