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研究成果の概要：カルニチンはβ酸化によりエネルギー（ATP）を得るため脂肪酸を細胞質から

ミトコンドリア内に運ぶ重要な因子である。カルニチンはタンパク質中のリシンとメチオニン

から生合成されるが、この時ビタミン Cが必須といわれている。本研究では、生体内でのカル

ニチン合成にビタミン Cが必須であるか明らかにするため、ビタミン Cを体内で合成できない

遺伝子破壊（SMP30/GNL-KO）マウスを用いて実験を行った。このマウスを用いた in vivo およ

びin vitro実験からビタミンCが生体内のカルニチン生合成系に必須でないことが明らかにな

った。 
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１．研究開始当初の背景 

私たちは、プロテオーム解析により、加齢
に伴い肝臓や腎臓で減少するたんぱく質
SMP30（日本名：加齢指標たんぱく質 30）を
発見し、老化における重要性を明らかにして
きた。加齢変化を示すたんぱく質の多くは、
ホルモンによる制御を受けており、雌雄で異
なる増減傾向を示す。しかし、SMP30 はホル
モンによる制御を受けず、雌雄共に加齢に伴
い減少するのが特徴である。また、SMP30 の
減少はヒトでも同じように起こっている。 

SMP30 は加齢に伴い減少するが、長い間、
生体内での役割・機能は不明であった。私た

ちは、米国立バイオテクノロジー情報センタ
ー（NCBI）の遺伝子データベースを用いた検
索から、SMP30 が藍藻（藍色細菌とも呼ばれ
る細菌の一種）にある酵素、グルコノラクト
ナーゼ（GNL）と非常に良く似ていることを
発見した。GNL は哺乳類でのビタミンＣ（VC）
合成に重要な酵素である。世界中の研究者が、
この酵素の本態を明らかにしようと試みて
きたが、誰も成功していなかった。私たちは、
SMP30がGNLそのものであることを証明した。
即ち、SMP30(GNL)の遺伝子を破壊したノック
アウトマウスを作製し、VCを全く含まない餌
でこのマウスを飼育した。その結果、発育が



止まり、VC を必要とするコラーゲン繊維構築
不全のために骨の形成が悪くなって骨折し
易くなるなど、人の壊血病（ビタミンＣ欠乏
症）症状そのものを呈し、全て死亡した。ま
た、VC 投与によりこの症状は改善した。 

壊血病で死んだからといって、VC 欠乏が老
化を促進したとはいえない。なぜならば、老
化は病気ではないからである。壊血病は病気
である。私たちは、SMP30/GNL 遺伝子破壊マ
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。
その結果、普通のマウスより寿命が 1/4 に短
縮することが分かった。 
 
２．研究の目的 

カルニチンはβ酸化によりエネルギー
（ATP）を得るため脂肪酸を細胞質からミト
コンドリア内に運ぶ重要な因子である。脂肪
酸はミトコンドリア膜を通過する前に酵素
カルニチンアシルトランスフェラーゼの作
用により細胞質内のアシル CoAがアシルカル
ニチンへと転換されてから、ミトコンドリア
マトリックス内へと膜を通過する。カルニチ
ンはアミノ酸のリシンとメチオニンから生
合成されるが、この時 VC が必須であると報
告されている。VC はカルニチン合成系の重要
な酵素、トリメチルリシン水酸化酵素（TMLD）
やγ-ブチロベタイン水酸化酵素（γ-BBD）
の補酵素として働く。細胞内でカルニチンが
不足すると脂肪酸がミトコンドリア内に運
ばれなくなり、ATP が合成できない。また、
脂肪酸が代謝されずに細胞内に蓄積してし
まう。最近、脂肪の代謝を良くし痩せるため、
カルニチンをサプリメントとして摂取する
人が多くいる。しかし、私たちヒトは肝臓や
腎臓で充分なカルニチンを合成できるため
サプリメントとしての効果は少し懐疑的で
ある。また、カルニチンの生合成には VC が
必須であるという報告から VC が不足した人
では、細胞内でのカルニチンが減少している
可能性も考えられる。カルニチンには脳機能
を改善し、記憶力を高め、脳の老化を予防す
る効果も報告されている。従って、細胞内で
のカルニチンの減少は ATPの産生を減少させ、
脳機能を衰退させて記憶力の低下を招くか
も知れない。 

そこで、本研究では VC＆カルニチン欠乏に
よる脳機能への影響を明らかにするため、私
たちがこれまでに開発した VC を合成できな
い SMP30/GNL 遺伝子破壊（SMP30/GNL-KO）マ
ウスを用いて実験を行った。 
 
３．研究の方法 

ヒトやサル、モルモットは VC 合成の最後
に位置する酵素、グロノ-γ-ラクトン酸化酵
素（GLO）に遺伝子変異があるため、体内で
VC を合成できない。しかし、マウスは GLO に

遺伝子変異がないため、体内で VC を合成で
きる。SMP30/GNL は GLO の 1 つ手前に位置す
る酵素である。従って、私たちが開発した
SMP30/GNL遺伝子破壊マウスはVCを合成でき
ない。 
SMP30/GNL 遺伝子破壊（SMP30/GNL-KO）マ

ウス及び野生型（WT）マウスを 4週齢で離乳
後、VC とカルニチンを全く含まない餌（クレ
ア特殊精製飼料）で飼育した。また、両マウ
スを飲料水から VC（マウスが１日に必要とす
る VC 量：7 mg）を与える群（VC(+)）と与え
ない群（VC(-)）の 4 群に分け、75 日間飼育
した。即ち、マウス群（各 5 匹）は①
VC(+)SMP30/GNL-KO、②VC(-)SMP30/GNL-KO、
③VC(+)WT、④VC(-)WT の 4 群である。この 4
群について各臓器、血液中の総 VC（還元型ア
スコルビン酸＋酸化型デヒドロアスコルビ
ン酸）及び総カルニチン（遊離カルニチン＋
アシルカルニチン）、還元型グルタチオン量
（GSH）を測定した。更に、VC(-)SMP30/GNL-KO
マウスから肝臓、腎臓ホモジネートを作製し、
in vitroアッセイ系でカルニチン生合成への
VC の関与を検討した。 
総 VC濃度は検体を全て還元型 VCに変える

ため 0.1% DTT 処理後、HPLC-電気化学検出法
を用いて定量した。また、総カルニチン濃度
はカイノス社製総カルニチン定量キットを
用いて測定した。更に、GSH は HPLC-吸光度
法を用いて定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 体重変化 
生体内でのカルニチン合成に VC が必須で

あるか明らかにするため、SMP30/GNL-KO 及び
WT マウスを 4週齢で離乳後、VC とカルニチ
ンを全く含まない餌で飼育した。また、両マ
ウスを飲料水から VC を与える群（VC(+)）と
与えない群（VC(-)）の４群に分け、75 日間
飼育した。VC(-)SMP30/GNL-KO マウスは離乳
後 40 日目まで VC(+)SMP30/GNL-KO マウスと
同程度に体重が増加した。しかし、40 日目以
降 VC(-)SMP30/GNL-KOマウスは次第に体重が
減少しはじめ70日目ではVC(+)SMP30/GNL-KO
マウスより 32%も体重が少なかった。
VC(+)SMP30/GNL-KO マウスの平均水摂取量は
3.6 ± 0.3 ml/日/マウス、
VC(-)SMP30/GNL-KO マウスは 3.2 ± 0.5 ml/
日/マウスであり、両者で違いは見られなか
った。実験期間中、VC(+)SMP30/GNL-KO マウ
スは体重増加量、平均水摂取量共にVC(+) WT、
VC(-) WT と違いは見られなかった。 
 
(2) VC 欠乏後の組織中総 VC、総カルニチン
濃度 
離乳後 75 日目、VC(-)SMP30/GNL-KO マウス

の大脳、小脳、肝臓、腎臓、ひらめ筋、長趾
伸筋、心臓、血漿中における総 VC 濃度は



VC(+)SMP30/GNL-KOマウスに比べて 2%以下で
あった。また、VC(+)SMP30/GNL-KO マウスの
大脳、小脳、ひらめ筋、長趾伸筋、心臓の総
VC 濃度は VC(+)WT、VC(-)WT マウスとほぼ同
程度であった。しかし、肝臓、腎臓、血清中
の総 VC 濃度は WT マウスの約半分であった。 

一方、離乳後 75 日目、VC(-)SMP30/GNL-KO
マウスの大脳、小脳、肝臓、腎臓、ひらめ筋、
長趾伸筋、血清中における総カルニチン濃度
は予想に反して 4群の間で違いは全く見られ
なかった。また、VC(-)SMP30/GNL-KO マウス
の心臓におけるカルニチン濃度は、
VC(+)SMP30/GNL-KO マウスに比べて 59.1%で
あった。同様の違いは VC(-)WT と VC(+)WT マ
ウスでも見られた。 
 
(3) VC 欠乏による尿中へのカルニチン排泄 

Rebouche はモルモットで以前に報告され
ている VC 欠乏による臓器、血液中カルニチ
ン濃度の減少は腎臓からのカルニチン再吸
収能力の低下によるためと報告した。そこで
SMP30/GNL-KO マウスでも同様に VC 欠乏によ
る腎臓からのカルニチン再吸収能力の低下
が起きているか調べた。その結果、離乳後 30
日目、80 日目での VC(-)SMP30/GNL-KO、
VC(+)SMP30/GNL-KOマウスにおける24時間の
尿中カルニチン排泄量に違いは見られなか
った。また、VC(-) WT、VC(+) WT マウスとも
尿中カルニチン排泄量に有意な違いは見ら
れなかった。 
 
(4) In vitro カルニチン生合成実験 

VC が in vitro でカルニチン生合成を促進
するか調べるため、離乳後 75 日間 VC を欠乏
させた VC(-)SMP30/GNL KO マウス肝臓と腎臓
のホモジネイトを調製し、1 mM VC の有無に
よる in vitro アッセイ系でのカルニチン合
成量を比較した。肝ホモジネイト中にはカル
ニチン生合成に必要な内在性酵素を全て含
む。また、VCも検出限界以下であることを予
め確認した。肝ホモジネイトを 37°C でイン
キュベートすることによりカルニチン量は
60 分まで経時的に増加し、それ以降、次第に
減少した。また、肝ホモジネート中 1 mM VC
の有無はカルニチン合成量に影響を与えな
かった。一方、腎ホモジネイトを用いた時の
37°Cインキュベートによるカルニチン合成
量は全く変化がなかった。更に、このin vitro
アッセイ系が確かにカルニチン合成を見て
いることを確認するため、肝ホモジネイトを
予め 95°Cで 5分間、加熱処理し、内在性酵
素を失活させた。その後 37°Cで 120 分まで
インキュベートしたが、カルニチン量の増加
は見られなかった。従って、この in vitro
アッセイ系は確かにカルニチン合成を見て
いることが確認できた。 
 

(5) VC 欠乏後の組織中 GSH 濃度 
離乳後 75 日目、VC(-)SMP30/GNL-KO マウス

の肝臓における GSH 濃度は
VC(+)SMP30/GNL-KO、VC(+)WT、VC(-)WT マウ
スに比べてそれぞれ 44.5%、32.8%、30.8%増
加していた。しかし、4群の間で有意差はな
かった。一方、VC(-)SMP30/GNL-KO マウスの
ひらめ筋、血漿における GSH 濃度は
VC(+)SMP30/GNL-KO マウスに比べてそれぞれ
16.4%、45.5%減少していた。また、
VC(-)SMP30/GNL-KO マウスの心臓における
GSH 濃度は他の 3群と比較して変化はなかっ
た。 
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