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研究成果の概要（和文）：ビタミンCを体内で合成できないSMP30遺伝子欠損マウスと脂溶性抗酸化物質であるビ
タミンEの細胞内輸送能が欠損したαTTP(αトコフェロール輸送タンパク質)遺伝子欠損マウスを掛け合わせ、新
規にSMP30/αTTP二重欠損マウスを作出した。SMP30/αTTP二重欠損マウスを用いた行動解析実験により、ビタミ
ンCとビタミンEの両方が不足すると、不安様行動が増加し、運動能力および記憶学習能力が低下することがわか
った。また、ビタミンCとEの同時不足は、肝臓での脂質代謝に影響を及ぼすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established SMP30/αTTP double knockout mice as a novel double-deficient 
model for both vitamin C and vitamin E. SMP30/αTTP double knockout mice showed impaired cue and 
context-dependent fear memory if both vitamin C and vitamin E were deficient. Moreover, simultaneous
 deficiency of vitamin C and E revealed that it affects lipid metabolism in the liver.
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１．研究開始当初の背景 
 
① 研究の学術的背景                                  
私たちは、プロテオーム解析により、加齢

に伴い肝臓や腎臓、肺で減少するタンパク質
SMP30（日本名：加齢指標タンパク質 30）を
発見し、老化における重要性を明らかにして
きた。加齢に伴う SMP30 の減少は、生体機能
の低下をもたらし、老年病、生活習慣病の発
症リスクを高める。2005 年、SMP30 は哺乳類
におけるビタミン C（VC）合成に必須な酵素、
グルコノラクトナーゼであり、SMP30 遺伝子
を欠損したノックアウト（KO）マウスは、体
内で VC を合成できず、このマウスを VC の少
ないエサ（マウスが 1 日に必要とする VC 量
のわずか 2.5%）で飼育したところ、VC 不足
状態が長期的に続くと寿命が短くなること
を明らかにした。しかし、長期的な VC 不足
がどのようにして寿命の短縮をもたらすの
か、その詳細なメカニズムはいまだ明らかで
はない。一方、私たちは、老化の原因のひと
つと考えられている活性酸素種（ROS）が VC
不足により、脳や肝臓、腎臓、心臓、胃、骨
格筋など、ほとんどの臓器で顕著に増加して
いることを明らかにした。ヒトは体内で VC
を合成できない。従って、この SMP30-KO マ
ウスは、ヒトに極めて近い老化促進モデル動
物である。 
一方、VC と同様に強い抗酸化能力（還元力）

を持つ脂溶性のビタミン E（VE, α-トコフェ
ロール）も生体内では細胞膜や脂質の過酸化
を防いでいる。腸管から吸収された VE は、
キロミクロンにより肝臓に運ばれてαトコ
フェロール輸送タンパク質（αTTP）による
細胞内輸送過程を経て、再び肝臓から血液循
環に入る。αTTP ノックアウト（αTTP-KO）
マウスは、(1)胎盤形成不全による不妊、(2)
振戦を伴う進行性運動失調を発症する。不妊
や運動失調は、VE 不足による酸化ストレスの
増加が原因である。 
水溶性 VC と脂溶性 VE は、共に強力な抗酸

化剤として細胞を保護し、相互作用して還元
状態を維持している。In vitro の実験では、
酸化型 VE（VE ラジカル）は、VC により還元
され、還元型 VE に再生される。しかし、生
体内実験では、酸化型 VEが VC により再生さ
れる証明は、いまだない。その理由は、生体
内で VC, VE を同時に不足、欠乏させること
が不可能であったためである。本研究では、
SMP30-KO とαTTP-KO のダブルノックアウト
（DKO）マウスを作出することにより、この
問題を克服する。また、αTTP-KO マウスは不
妊のため、一度に十分な DKO マウスの個体数
を得ることは不可能である。私たちは、体外
受精（IVF）・胚移植の技術を用いて、この点
も克服する。即ち、SMP30/αTTP-DKO マウス
の受精卵約 1,000 個を偽妊娠マウス（あるい
は仮親）に移植して、帝王切開で出産させる
ことで、出生日が同一の十分な個体数（100
匹以上）の SMP30/αTTP-DKO マウスを得る。 

 
２．研究の目的 
本研究では、私たちが独自に開発した VC, 

VE を合成、輸送できない SMP30/αTTP-DKO マ
ウスを用いて、(1) VC, VE 不足による記憶、
学習行動に及ぼす影響を明らかにする。即ち、
体外受精・胚移植により作出した十分な個体
数の SMP30/αTTP-DKO マウスを VC, VE 不足
状態にして、①オープンフィールド（不安行
動、活動性）、②明暗選択課題（不安行動）、
③モリス水迷路課題（空間記憶（海馬）、長
期記憶（海馬）、遊泳能力）、④恐怖条件づけ
（短期記憶（扁桃体）、長期記憶（扁桃体お
よび海馬）、刺激応答）など記憶、学習行動
解析を行う。VC, VE の摂取は、認知機能やア
ルツハイマー病の改善効果があるという報
告があることから、VC, VE 不足は認知機能を
低下させ、記憶、学習行動に影響を及ぼすこ
とが期待される。(2) VC, VE 不足が脂質代謝
に及ぼす影響を明らかにする。私たちは、VC
不足により、コレステロール代謝、胆汁酸合
成に重要な酵素 Cyp7a1 の活性が低下し、胆
汁酸の合成量が顕著に減少することを以前
に明らかにしている。また、VE 不足はアテロ
ーム性動脈硬化を引き起こすことがα
TTP/ApoE-KO マウスを用いた研究により報告
されている。VC, VE 不足は、早期に脂質代謝
異常を来たし、非アルコール性脂肪肝／炎
（NAFLD/NASH）を発症する可能性が高い。
SMP30/ α TTP-DKO マ ウ ス の 解 析 は 、
NAFLD/NASH 発症機構の解明に繋がる可能性
も期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）VC, VE 不足による記憶、学習行動に及
ぼす影響 
体内で VCを合成できない SMP30-KO マウス

と細胞内輸送能が欠損したαTTP-KO マウス
を掛け合わせ、SMP30/αTTP-DKO マウスを作
出する。αTTP-KO マウスの雌は、不妊のため、
SMP30/αTTP-DKO マウス同士の交配ができな
い。また、同一出生日の DKO マウスを一度に
100 匹以上を得るため、体外受精・胚移植の
技術を用いたDKOマウスの作出が必須である。 
作出した SMP30/αTTP-DKO マウス、および

同系統の野生型マウス（C57BL/6NCr）を 4週
齢で離乳し、それぞれ①VC, VE 十分群、②VC
十分＆VE 不足群、③VC 不足＆VE 十分群、④
VC, VE 不足群の 4群に分け、8週間（生後 12
週齢まで）飼育する。行動実験のできる生後
12 週齢から①オープンフィールド（不安行動、
活動性）、②明暗選択課題（不安行動）、③モ
リス水迷路課題（空間記憶、長期記憶、遊泳
能力）、④恐怖条件づけ（短期記憶、長期記
憶、刺激応答）などの記憶、学習行動解析を
行う。 
記憶、学習行動実験終了後、VC, VE 不足に

より海馬や扁桃体の神経細胞に障害がある
かを組織学的、病理学的に解析する。また、
脳や血漿中VC, VE, 過酸化脂質の定量など生



化学的解析も行う。VC, VE の定量は高速液体
クロマトシステム（HPLC）-電気化学検出器、
蛍光光度計を用いて行う。 
 

（２）VC, VE 不足が脂質代謝に及ぼす影響 
体外受精・胚移植の技術を用いて、同一出

生日の DKO マウスを作出する。作出した
SMP30/αTTP-DKO マウス、及び野生型マウス
をそれぞれ①VC, VE 十分群、②VC 十分＆VE
不足群、③VC 不足＆VE 十分群、④VC, VE 不
足群の 4 群に分けて飼育する。生後 4 週齢、
8週齢、12 週齢で脂質代謝に重要な肝臓、脂
肪組織、脳、および血液を採取する。 
VC, VE不足が脂質代謝にどのような影響を

及ぼすかは、脂質成分の生化学的検査、脂質
代謝に関与するタンパク質や遺伝子発現を
包括的に調べる。NAFLD/ NASH を発症してい
るかは、肝臓のヘマトキシリン・エオジン
（HE）染色像から NASH activity score（脂
肪肝、炎症、膨れ）により NASH の程度を評
価する。細胞内の脂肪滴を染める Oil Red O
染色、線維化を評価するアザン染色など病理
組織学的解析も行う。また、VC, VE 不足が関
与するNAFLD/NASH発症機構を解明するため、
肝臓における脂質代謝および炎症、酸化スト
レスに関連する遺伝子の mRNA 発現量をリア
ルタイム PCR 法 により、タンパク質量をウ
ェスタン法により定量する。 
 
４．研究成果 
（１）VC, VE 不足による記憶、学習行動に及
ぼす影響 
VC, VE を合成、輸送できない SMP30/α

TTP-DKO マウスを体外受精・胚移植の技術を
用いて、十分な個体数を作出することができ
た。そして、SMP30/αTTP-DKO マウスを VC, VE
欠乏状態にして①オープンフィールド（不安
行動、活動性）、②明暗選択課題（不安行動）、
③モリス水迷路課題（空間記憶（海馬）、長
期記憶（海馬）、遊泳能力）、④恐怖条件づけ
（短期記憶（扁桃体）、長期記憶（扁桃体お
よび海馬）、刺激応答）などの記憶、学習行
動解析を行った。その結果、VC, VE 両方の欠
乏は、不安様行動を増加し、運動能力および
記憶学習を低下させる可能性を示唆するデ
ータを得ることができた。 
 
（２）VC, VE 不足が脂質代謝に及ぼす影響 
SMP30/αTTP-DKO マウスを用いた脂質代謝

解析により、VC と VE の両方が同時に不足す
ると脂肪組織や血中遊離脂肪酸が減少する
ことを明らかにした。また、SMP30/αTTP-DKO
マウスの肝臓では、脂肪酸や中性脂肪の合成
を制御する転写因子(SREBP1c)、脂肪酸のβ
酸化を制御する転写因子(PPARα)の遺伝子
発現が亢進していた。これらの結果は、VC と
VE の同時不足により、生体内の活性酸素が増
加し、肝臓での脂質代謝に影響を及ぼす可能
性を示唆している。 
また、SMP30/αTTP-DKO マウスを用いた寿

命解析から、VC と VE の両方が不足すると、
VC または VE 単独の不足よりも寿命が短くな
ることを明らかにした。 
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