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研究成果の概要（和文）： 

 全身的にカルニチンを欠乏するモデル動物、JVS マウスを用いて、カルニチンの１回投与が
エネルギー産生におよぼす持続的効果について検討した。生体における絶食条件下での脂肪酸
代謝の評価については、マウス尾静脈より 14

C-パルミチン酸を投与し、呼気中の 14
C-CO2 発生

量をその指標とすることが妥当との結論を得た。カルニチン投与による脂肪酸代謝の亢進を認
めた JVS マウスでは、AMP-activated protein kinase (AMPK) を賦活化するレプチンの血中レベル
が上昇を示した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In this study, I examined the prolonged effects of single carnitine administration on the energy 

expenditure of fasted carnitine-deficient juvenile visceral steatosis (jvs
-/-

) mice.  The study was able to 

evaluate the in vivo long-chain fatty acid (LCFA) oxidation activity of the mice under various conditions 

by intravenously injecting [1-
14

C]-palmitic acid and measuring the breath or expiratory 
14

C-CO2.  

Leptin, which stimulates the AMP-activated protein kinase (AMPK), increased in the plasma after a 

single carnitine administration in jvs
-/-

 mice. 
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１．研究開始当初の背景 

脂肪酸代謝によるエネルギー産生では、
そのコファクターとして機能するカルニチ
ンを介して長鎖脂肪酸アシル CoA をミト
コンドリアマトリックスに取り込むことが
必須となる。すなわち、カルニチンは脂肪
からのエネルギー獲得様式において必要不
可欠なものである。しかしながら、例えば

脂肪からのエネルギー産生を必要とする連
続的な運動において、カルニチン投与がそ
のエネルギー産生におよぼす影響について
は、効果ありとするもの、効果なしとする
ものとに分かれ、明確に出来ないというの
が現状であって実際の評価は難しい。その
詳細を検討するために、カルニチンを先天
的に欠乏し、脂肪からのエネルギー産生に
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支障をきたすモデル動物 juvenile visceral 

steatosis (jvs
-/-

)マウスを入手した。Jvs
-/-マウ

スは、細胞膜カルニチン輸送体 OCTN2 の
遺伝子異常 (slc22a5遺伝子産物のL352R変
異) に基づく、全身性のカルニチン欠乏を
呈するモデル動物である。Jvs

-/-マウスでは
餌を除くこと（絶食）によって、暗期活動
期における自発行動および酸素摂取が減少
することを見出した。絶食により低下を示
した jvs

-/-マウスの自発行動と酸素摂取は、
カルニチンの腹腔内１回投与により野生型
(jvs

+/+
)マウスと差のないレベルにまで回復

し、その投与効果は長期（少なくとも２日
間）にわたり続いた。呼吸商から、絶食開
始後のエネルギー産生は、直ちに糖質から
脂質依存へと移行し、カルニチン投与後も
引き続き脂質依存を示すことが認められ
た。Jvs

-/-マウスに投与されたカルニチンは、
血中と肝臓でヘテロ接合体マウスのレベル
にまで達する顕著な取り込みを認めた。し
かしながら、投与 12 時間後には元の低いレ
ベルに復した。一方、心臓、骨格筋、精巣
におけるカルニチンの取り込みは極わずか
であり、脳への取り込みは認められなかっ
た。脂肪酸代謝パラメーターである血中の
遊離脂肪酸とケトン体、および肝臓総脂質
量は、肝臓のカルニチンレベルに相応する
ように投与 12 時間後には全て元のレベル
に復した。すなわち、血中や臓器のカルニ
チンレベルおよび脂肪酸代謝パラメーター
の変動からでは、カルニチンの自発行動と
酸素摂取におよぼす長時間にわたる投与効
果の説明は難しい。呼気ガス分析値および
尿中窒素排出量から各栄養素（炭水化物、
脂肪、タンパク質）別の消費エネルギーを
求めたところ、jvs

-/-マウスでは、カルニチ
ン投与２日後においても生食投与 jvs

-/-マウ
スと比較して脂肪からのエネルギー産生は
亢進した。さらにカルニチン投与 36 時間後
に、jvs

-/-マウスの尾静脈より 14
C-palmitate

を投与して、呼気中に排出される 14
C-CO2

発生量を測定したところ、生食投与 jvs
-/-マ

ウスより多量で、絶食 jvs
+/+マウスのレベル

に匹敵する脂肪酸代謝初速度を計測した。
エネルギー産生という面からみると、カル
ニチン投与を行った jvs

-/-マウスでは、血中
や臓器におけるカルニチンレベルが低下し
た後も、脂肪酸代謝レベルは維持されてい
た。このことは、カルニチン以外にも脂肪
酸利用を律速する因子が存在することを示
している。 

 

２．研究の目的 

カルニチン投与を行った絶食 jvs
-/-マウスで

は、血中や臓器におけるカルニチンレベルが
低下した後も、脂肪酸代謝レベルは維持され
ており、エネルギー産生の活性化が自発行動

を回復させる要因になっていると考える。し
かしながら、そのメカニズムについては不明
であるので詳細に迫る。まず、カルニチンの
自発行動に対する長期投与効果が認められる
期間において、血中遊離脂肪酸、肝臓および
epididymis 重量、肝臓トリグリセリド含量を測
定し、それぞれのデータおよび 14

C-palmitate

を尾静脈投与して呼気中に排出された 14
C- 

CO2発生量とを比較することによって、in vivo

における脂肪酸代謝の動態を検討する。 

一 方 、 長 鎖 脂 肪 酸 の 酸 化 は carnitine 

palmitoyltransferase 1 (CPT1)によって調節され
るという報告がある。そのステップは、CPT1

レベル、CPT1 の活性を阻害する malonyl-CoA

レベル、CPT1 の malonyl-CoA に対する感受性 

である。続いて malonyl-CoA の調節に関与す
る acetyl-CoA carboxylase (ACC)のリン酸化、
その調節には AMP-activated protein kinase 

(AMPK) が関与しており、AMPK 自身はアデ
ィポサイトカインであるレプチンと交感神経
により活性化されるというステップである。
この一連の系について、カルニチンの長期投
与効果の認められる期間においてそれぞれの
変化を検討する。 

また最近、ミトコンドリア膜での fatty acid 

translocase である FAT/CD36 が CPT1 の活性と
長鎖脂肪酸酸化の調節に重要な役割を果たし
ていると報告された。故に、jvs

-/-マウスでのカ
ルニチン長期投与効果における FAT/CD36 の
関与を検討する。 

 

３．研究の方法 

本研究には、細胞膜カルニチン輸送体
OCTN2 を欠損する jvs

-/-マウスと、対照として
野生型(jvs

+/+
)ならびにヘテロ接合体(jvs

+/-
)マウ

スを用いる。本動物実験は、鹿屋体育大学動
物実験指針および鹿児島大学動物実験指針に
基づき実施する。 

（１）カルニチンの jvs
-/-マウス自発行動量・

酸素摂取量におよぼす長期投与効果と脂肪酸
代謝 

Jvs
-/-マウスの自発行動量・酸素摂取量に対

するカルニチンの投与効果について、その詳
細なメカニズムについて検討を進める。 

カルニチンの長期投与効果が認められる期
間における、血中遊離脂肪酸、肝臓および
epididymis 重量、肝臓トリグリセリド含量を測
定する。それぞれのデータおよび 14

C- palmitate

を尾静脈投与して呼気中から回収される
14

C-CO2 発生量を含めて比較検討することに
より、in vivo における脂肪酸代謝の動態およ
び個体差を検討する。カルニチン投与効果と
脂肪酸代謝との関係をより明確化する。 
（２）カルニチンの長期投与効果と CPT1、
ACC、AMPK およびレプチンレベル 
カルニチンの jvs

-/-マウスに対する長期投与
効果の認められる期間において CPT1 の変化



 

 

を追究する。肝臓ミトコンドリアにおける
CPT1 レベルについて、抗体を用いたウェスタ
ンブロット法により検討する。 

CPT1 レベルに変化のあった場合は、上流に
位置して調節に関与する ACC について、その
リン酸化を免疫抗体法によって検討する。
ACC のリン酸化を調節しているとされる
AMPK 活性については、同じくそのリン酸化
を検討する。AMPK 活性の調節に関わるレプ
チンレベルについては、血中レプチンレベル
を ELISA 法により検討する。 

ACC、AMPK の測定が困難な場合、それら
を活性化すると報告された 5-Aminoimidazole- 

4-carboxamide-1-beta-D-ribofuranoside (AICAR)

を投与して、一連の系が行動量、脂肪酸代謝
および CPT1 活性におよぼす影響を検討する。 

（３）カルニチンの長期投与効果と Fatty acid 

translocase/CD36 レベル 
ミトコンドリア膜における存在が報告され

た fatty acid translocase である FAT/CD36 につ
いて、カルニチンの長期投与効果の認められ
る期間における変化をウェスタンブロット法
により検討する。 

 
４．研究成果 
（１）カルニチンの jvs

-/-マウス自発行動量・
酸素摂取量におよぼす長期投与効果と脂肪酸
代謝 
絶食を施したカルニチン欠乏 jvs

-/-マウスに、
カルニチンの腹腔内１回投与を行うと、血中
や組織におけるカルニチンレベルが元の低
いレベルに復した後も脂肪酸代謝は亢進を
示す。エネルギー産生の増加は、自発行動量
および酸素摂取量を増加させる要因の一つ
と考えられるが、そのメカニズムは不明であ
るので詳細について検討した。とくに、脂肪
酸代謝の評価方法は不明であるので検討を
加えた。Jvs

-/-マウスにおいて、カルニチンの
自発行動量および酸素摂取量に対する持続
的投与効果が認められる期間に、脂肪酸代謝
の指標と考えられる血中の遊離脂肪酸(FFA)

レベルを測定した結果、カルニチン投与群と
生食投与対照群の間に有意な差は認められ
なかった。しかしながら、14

C-palmitate を尾
静脈投与して呼気中から回収される 14

C-CO2

発生量を測定したところ、カルニチン投与を
行った全ての JVS マウスの 14

C-CO2発生量は、
生食投与対照マウスの発生量を上回った。長
時間における絶食下では、血中 FFA の個体
差は大きい。絶食した jvs

-/-マウスでは、
epididymis 重量と肝臓重量および肝臓トリグ
リセリド含量、肝臓重量および肝臓トリグリ
セリド含量と血中 FFA は正の相関を示した。
すなわち、血中 FFA の変動は、体全体の脂
肪含量に由来している。しかしながら、血中
FFA と 14

C-CO2発生量は相関を示さなかった。
以上の結果より、14

C-palmitate は、血中 FFA

のみだけではなく、組織トリグリセリドまた
は脂肪酸によって希釈されると考えられる
ので、in vivo での絶食のような条件下におけ
る脂肪酸代謝の評価について、呼気中
14

C-CO2 発生量をその指標とすることは妥当
である結論に至った。 
（２）カルニチンの長期投与効果と CPT1、
ACC、AMPK およびレプチンレベル 
自発行動量および酸素摂取量の持続的な増

加の要因として考えるエネルギー産生の亢進
について、そのエネルギー・センサーである
AMPKについて測定を試みたところ、タンパ
ク質レベルでの変化は認められなかった。そ
の下流に位置するacetyl-CoA carboxylase 

(ACC) とともに、それらのリン酸化レベルは
今のところ不明である。そこで、AMPKの上
流にあり、交感神経系を刺激して脂肪酸代謝
系を賦活化する5-Aminoimidazole-4- 

carboxamide-1-beta-D-ribofuranoside (AICAR) 

の投与を行い、自発行動量、酸素摂取量にお
よぼす影響を検討した。しかしながら、AICAR

投与は、糖代謝におよぼす影響が大きく、低
血糖状態にあるJVSマウスに適用することは
困難と判断した。 

そのため、交感神経系においてAMPKの上
流に位置するレプチンについて検討したとこ
ろ、カルニチン投与後に血中レプチンレベル
は増加を示した。その意義としては、AMPK

を活性化し、その下流にあるacetyl-CoA 

carboxylaseおよびmalonyl-CoAが調節を受け
て、カルニチンの律速酵素であるcarnitine 

palmitoyltransferase 1を活性化し、持続的なβ
酸化を生じることにあると考える。レプチン
に加えて、血中アシルグレリンのレベルも変
化したが、食欲に関すること以外にその意義
は不明である。 
（３）カルニチンの長期投与効果と Fatty acid 

translocase/CD36 レベル 
ミトコンドリア膜での存在を認めるfatty 

acid translocaseであるFAT/CD36について、カ
ルニチンの持続的投与効果の認められる期間
における変化を検討したところ、タンパク質
レベルでの変化は示されなかった。 
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