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研究成果の概要（和文）：マウスモデルを用いた解析を行い、以下の結果を得た。（1）モデルマウスにおいて尿中の
グリセロールが上昇していること、およびショ糖投与に伴い、血漿グリセロール濃度が上昇することを見出し、シトリ
ン欠損症の診断法、治療効果の判定に用いうる。（2）成人発症II型シトルリン血症の発症誘因である、糖質（ショ糖
）、エタノール、およびグリセロールの高濃度溶液の飲用をモデルマウスは忌避すること、ならびにそれら高濃度溶液
の強制投与に伴い、肝中のグリセロール3－リン酸の上昇とともにATP濃度の低下が共通して起こることを見出した。こ
れら二代謝変動を解消する物質は治療に用い得る可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： By using a citrin deficiency model mouse, we have got following results in the 
field of pathophysiology and treatment. (1) Urine glycerol level was higher in the model mouse than in 
the control mice and sucrose administration increased plasma glycerol in the model mouse, suggesting that 
these parameters are possible diagnostics. (2) Aversion to the high concentration of sucrose, ethanol and 
glycerol, the precipitating factors of adult-onset type II citrullinemia (CTLN2), was observed in the 
model mouse, and the forced oral administration of such solutions coincidentally accompanied with both a 
marked increase in hepatic glycerol 3-phosphate and a decrease in ATP. These results suggest that 
substances which suppress the phenomena stated above (an increase in glycerol 3-phosphate and a decrease 
in ATP) are possible therapeutics for citrin deficiency.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
佐伯・小林らは、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; ctrn) と名づけた。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。 
シトリンの機能は、ミトコンドリア内膜局

在のアスパラギン酸グルタミン酸 ミトコン
ドリア膜 輸送体 (AGC) であることも解明
し、シトリン欠損症で見られる各種症状（高
アンモニア血症、シトルリン血症、低血糖、
低蛋白血症など）の発症機構が、肝型 AGC
であるシトリン機能欠損に起因することを
明らかにしてきた。これまでに 50 余種の
SLC25A13 変異を同定し、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
ことを見いだした。ヘテロ接合体頻度は、日
本人で 65 人に 1 人であるが、南中国では 40
人に 1 人にも及び、非常に高頻度の常染色体
劣性の遺伝性疾患であることを明らかにし
た。 
一方、申請者らは、CTLN2 に対するこれ

までの、高糖質食、高濃度糖輸液、ならびに
脳浮腫へのグリセロール投与による治療法
の危険性を指摘してきた。さらに、シトリン
欠損症者（無症状の変異ホモ接合体を含む）
の特異な「たんぱく質・脂肪を好む」食癖を
定量的に解析し、本質的には糖質の摂取量が
少なく、糖質を嫌悪・忌避していることを明
らかにし、上記と合わせ、シトリン欠損症に
おける糖質毒性を報告し、医療界に警告して
きた。すなわち、シトリンの機能は、単にア
スパラギン酸をミトコンドリアから細胞質
へ運び、尿素やたんぱく質の合成に必要なア
スパラギン酸を供給するだけでなく、リンゴ
酸・アスパラギン酸シャトルの一員として、
細胞質からミトコンドリアへ NADH 還元当
量を輸送するという糖代謝にとって重要な
役割を担っていて、この機能欠損が過剰糖質
摂取時の病態発症に関わることを証明した。
また、申請者らは、病態解明・治療法開発を
目的として、病因遺伝子 Slc25a13 を破壊し
た、シトリン欠損 (ctrn-KO) マウスを作成し
たが、シトリン欠損症症状を呈さなかった。
その原因は、マウスでは、第 2 の細胞質
NADH 処理機構である、グリセロ燐酸シャト
ルが、ヒトに比し高活性であることに基づく
と考えた。そこで、ミトコンドリア型グリセ
ロ ー ル 3- リ ン 酸  (G3P) 脱 水 素 酵 素 
(mGPD) を も 欠 損 し た Ctrn/mGPD 
double-KO マウスを作成した結果、高アンモ
ニア血症、シトルリン血症、低血糖を呈し、

ショ糖を嫌い、ショ糖強制投与で血中アンモ
ニア上昇を起こすヒトシトリン欠損症モデ
ルマウスを確立することができた。本モデル
マウスにショ糖を投与し、その肝内の代謝物
変動を解析し、肝内 glycerol 3-phosphate 
(G3P)の上昇、TCAサイクルメンバーの減少、
シトルリンの上昇、グルタミン酸・グルタミ
ンの低下、リジンの上昇を明らかにした。特
に G3P の 上 昇 は 著 し く 、 肝 内 の
NADH/NAD+比の上昇を反映していること
を見出した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究で最も重要な知見は、double-KO マ
ウスの高アンモニア血症を糖質投与が著し
く増強することである。これは患者に観察さ
れる糖質忌避・糖質毒性と一致する。CTLN2
治療には従来、肝移植が有効であることが知
られていたが、コストとドナーの問題がある。
そこで、内科的治療法の開発が望まれる。
我々は疾患モデル確立の過程でピルビン酸
の効果に気付き、初期段階の CTLN2 患者に
試験的に投与し、検査所見の正常化と身体発
育への顕著な効果を認めた。また、たんぱく
質・アミノ酸、および中鎖脂肪酸からなるト
リグリセリド(MCT)のモデルマウスへの有
効性も明らかにした。本研究では、その作用
機構の解明とさらには発症予防法の確立を
目指している。現時点では、まだまだシトリ
ン欠損症の病態の解明も十分でなく、まずは
病態を解明し、その成果を生かした治療法の
開発・発症予防法の開発を行っている。 
   
３．研究の方法 
 
 ヒトシトリン欠損症モデルマウスを用い、

以下の実験を試みた。疾患モデルマウス
(Ctrn/mGPD-KO)は、mGPD-KO(mGPD-/-)の背
景をもつ citrin+/-マウスの交配によって得、別
に交配で作出する野生型wtとCtrn-KOの系と
合わせ、実験には 4 種類（wt；Ctrn-KO；
mGPD-KO；Ctrn/mGPD-KO）のマウスを用い
比較検討した。マウスの採尿はメタボリック
ケージを用いた。患者尿は熊本大学倫理委員
会の承認を得て採取した。 

CTLN2 発症誘導因子であるショ糖、エタノ
ール、グリセロールに対するマウスの嗜好性
を以下の方法で検討した。すなわち、それら
溶液と水を入れた 2 種のボトルを用意し、マ
ウスの 1 日当たりの自由摂取量を計量した。
また、それら溶液の肝代謝への影響を、胃管
を用い強制経口投与し、1 時間後に肝臓を
freeze-clamp 法で採取し、その perchloric acid
抽出液の代謝物を定量し検討した。 
 
４．研究成果 
 
 ４－１．Ctrn/mGPD double-KO マウス尿お



よび血漿中へのグリセロール上昇と患者尿
グリセロール排泄の検討 
 
ショ糖を投与したモデルマウス肝中の G3P
の著しい増加は、シトリン欠損症の大きな特
徴である。この現象はもし、もっと容易に検
出できれば、シトリン欠損症の診断や治療効
果の判定に用い得ると考えられる。そこで、
血漿および尿中の G3P とグリセロールの検
出を試みた。その結果、Ctrn/mGPD double-KO
マウス尿中の G3P とグリセロールの上昇を
認めた。血漿中では G3P は検出限界以下であ
ったが、グリセロールは検出された。絶食条
件下では double-KO マウスにおいて有意に高
値を示したが、摂食条件下では差がなかった。
しかし、肝 G3P の上昇をきたすようなショ糖
やエタノールの胃管による経口投与によっ
て double-KO マウスの血漿グリセロールは上
昇し、肝内 G3P 濃度と血漿グリセロール濃度
間には有意な相関が得られた。そこでヒト対
照およびシトリン欠損症患者の尿中の G3P
とグリセロールを定量した。年齢によって尿
中濃度が著しく異なることから３群に分け
て比較した。１歳から９歳のシトリン欠損症
患者では G3P およびグリセロールともに有
意に上昇していた。しかし、それ以外の年齢
層では差が認められなかった。以上の結果は、
より詳細厳密な調査を行えば、尿 G3P やグリ
セロール、および血漿グリセロールがシトリ
ン欠損症の診断検査に用いられる可能性を
示唆している。 
 
４－２．CTLN2 発症誘因(糖質、エタノール、
グリセロール)に対する４種マウスの嗜好性
と経口投与による肝内代謝中間体の変動 
 
我々は、糖質摂取がシトリン欠損症病態発症
の大きな原因であることを示してきたが、飲
酒およびグリセロールと果糖からなる脳浮
腫治療薬グリセオールの投与が患者の病態
悪化の大きな原因であることが明らかにな
っている。そこでこれら糖質(実験ではショ
糖を使用)、エタノール、およびグリセロー
ルの各種濃度溶液の自由摂取(水と試験溶液
のどちらでもマウスは選択できる条件)量を
検討した。その結果、Fig. 1 に示すようにシ
ョ糖はマウスも好む物質であるので、wt、
Ctrn-KO、mGPD-KO マウスともに大量にまた、
preference から明らかなようにショ糖のみを
摂取したが、Ctrn/mGPD double-KO マウスの
摂取量は濃度を増すと減少し、preference も
低下した。この現象を忌避 aversion と名付け
た。 
同様の試験をエタノールとグリセロール

で行った。その結果は、Table １に示すよう
にそれぞれの高濃度(9％エタノール、5％およ
び 10％グリセロール)では double-KO マウス
のみならず、Ctrn-KO および mGPD-KO マウ
スでも aversion が観察された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Intake [A] of and preference [B] for 
varied concentrations of a sucrose solution. 
 Mice were provided two bottles, one containing 
water, and the other containing either a 1, 5, 10 or 
20% sucrose solution. [A] Intake of each mouse 
was determined by weighing the bottles each day 
and averaged over a two-day period. [B] 
Preference (%) was calculated as 100x(g of test 
solution)/[(g of test solution)+(g of water)].White 
circles denote wt mice; grey, Ctrn-KO mice; 
striped, mGPD-KO mice; black, Ctrn/mGPD 
double-KO mice. Data on each group of mice are 
expressed as mean ± SD (n=6-8). Differences 
among the mice were evaluated by ANOVA 
followed by the Tukey-Kramer test. Mean values 
with the same character are not different at 
p<0.05. 
 
 
そこで、このような aversion が観察される条
件下で肝内の代謝物変動を検出するために
高濃度溶液の胃管による強制的投与を行い、
その後の肝内代謝物を定量した。定量した代
謝物は以前の研究においてショ糖投与で変
化する代謝物(G3P、クエン酸、シトルリン、
グルタミン酸、リジン)とした。その結果、い
ずれの代謝物も単独では aversion と一致した
変化は見られなかった。そこで以前から解析
を行い、ショ糖投与 mGPD-KO マウスでも低
下したことから関連性が少ないと考えてい
た ATP の変化を加味したところ、Table 1 に
示すように aversionはG3Pの上昇とATPの低
下が同時に起こった場合と一致して生じる
ことが明らかになった。 
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Table 1. Relation between aversion and 
metabolite changes in the liver of mice 
 

Treat- 
ment 

Mouse Aversion G3P ATP 

20%  
Sucrose 
(4g/kg) 

Wt 
Ctrn 

mGPD 
Double 

no 
no 
no 
Yes 

Inc 
nc 
nc 
Inc 

nc 
nc 

Dec 
Dec 

9% 
Ethanol 
(1.4g/kg) 

Wt 
Ctrn 

mGPD 
Double 

no 
Yes 
Yes 
Yes 

Inc 
Inc 
Inc 
Inc 

nc 
Dec 
Dec 
Dec 

5% 
Glycerol 
(1g/kg) 

Wt 
Ctrn 

mGPD 
Double 

no 
Yes 
Yes 
Yes 

nc 
Inc 
Inc 
Inc 

nc 
Dec 
Dec 
Dec 

10% 
Glycerol 
(2g/kg) 

 

Wt 
Ctrn 

mGPD 
Double 

no 
Yes 
Yes 
Yes 

Inc 
Inc 
Inc 
nt 

nc 
Dec 
Dec 
nt 

 
The solutions shown in the Table were 
administered per os via gastric tube. Ctrn, 
mGPD and Double indicate Ctrn-KO, 
mGPD-KO and double-KO mice, 
respectively. Dec, decreased; Inc, 
increased; yes and no, presence and 
absence of aversion; nc, not changed.Grey 
highlights indicate coincidence of aversion 
and the two metabolic changes shown, and 
yellow, metabolic changes without 
aversion. 
 
 
以上の結果は新しい治療薬の探索において
重要と考える。ピルビン酸は肝 G3P の低下
を起こし、高炭水化物食の摂食量を増加させ
た。G3P 濃度には影響せず、ATP の増加を
きたす物質にも同様の効果があるのではな
いか、と推定している。 
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