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研究成果の概要（和文）：ビタミンB12欠乏で生じる運動機能障害の原因を明らかにするために、ビタミンB12欠
乏が筋組織に及ぼす影響を解析した。ビタミンB12欠乏線虫では筋組織を構成するアクチンならびにミオシン繊
維に老化様の変化を見出した。その要因はビタミンB12欠乏で誘発される酸化ストレスがユビキチン・プロテア
ソーム系を活性化させることにより、筋組織の分解が促進されたと推定された。また、線虫の運動機能の低下
は、表層コラーゲンの量・質の低下が部分的に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify the cause of locomotor dysfunction caused by vitamin B12 
deficiency, the effect of vitamin B12 deficiency on muscle in Caenorhabditis elegans was analyzed. 
In vitamin B12 deficient nematodes, we found aging-like changes in actin and myosin fibers that 
consist of muscle fibers. It was presumed that the ubiquitin-proteasome system, which promoted the 
decomposition of muscle tissue, was activated by the oxidative stress induced vitamin B12 
deficiency. In addition, it was clarified that the locomotor dysfunction of vitamin B12-deficient C.
 elegans is partially related to the decrease of the quantity and quality in the surface collagen of
 nematodes.

研究分野：食品機能学

キーワード： ビタミンB12　Caenorhabditis elegans　酸化ストレス　サルコペニア　ロコモティブシンドローム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、高齢者で多発するビタミンB12欠乏症と加齢性筋委縮症（サルコペニア）の関連性が垣間見れる
ことより、サルコペニアの新しい予防・診断・治療法の開発に向け、本成果の社会学的意義は極めて大きい。特
にこれまでに報告がないビタミンB12欠乏による筋肉の分解系促進は加齢・老化の視点を取り入れ、解析を進め
るべき課題であると考えられる。また、ヒト疾病のモデル生物を用いて酸化ストレスがコラーゲン分子間の変異
を誘発する仕組みを解明した点についての学術的意義は高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 超高齢社会を迎えた我が国では、持続可能な社会を構築するためにも「高齢者の健康維
持」に関する基礎および応用研究は必須である。高齢者が自立した健全な生活を送り、介護
を不要とする身体的な機能を維持することは必要不可欠であり、特に骨格筋は運動機能を
担う主要な組織である。近年、ロコモティブシンドロームやサルコペニアと称される加齢に
伴う筋肉の減少や衰弱は高齢者の QOL を顕著に悪化させるため、我が国においても重要な
問題となっている。これら加齢に伴う筋委縮を予防するためには、筋肉の合成・分解のバラ
ンスを適切に制御するための分子機構の解明やそれに及ぼす様々な因子に関する研究は極
めて重要であり、持続可能な社会を構築するためにも急を要する。 
 
(2) また近年、中高齢者において加齢に伴った胃の機能低下によりビタミン B12の消化・吸
収ができ難い体質となり（ビタミン B12 吸収不良）、徐々にビタミン B12 欠乏症を発症し、
重度の神経機能障害や運動機能障害により歩行困難となることが明らかになっている。高
齢者においては、ビタミン B12欠乏性神経障害・運動機能障害も著しい QOL の低下を引き
起こすために深刻な問題となっており、その予防法・治療法の開発に係る研究を推進させる
ことが急務である。これまでのビタミン B12欠乏哺乳動物を用いた研究では，ビタミン B12

欠乏過程では筋肉中のビタミン B12 から有意に減少していくことは明らかにされているが、
ビタミン B12と筋肉の詳細な関連性を示す知見はない。 

 

２．研究の目的 
(1) 線虫 (Caenorhabditis elegans) は、体長約 1 
mm ほどの非寄生性線虫で、生殖系、神経系、筋肉
系、消化系など高等生物と同様な体制を有してお
り、様々な生命現象を解き明かすヒトのモデル生
物として様々な研究分野で用いられている。当研
究室では、この線虫のビタミン B12の要求性を明ら
かにし、ビタミン B12欠乏モデルとして活用してい
る。これまでに本線虫を用いた研究で、ビタミン
B12 欠乏により蓄積したホモシステインは生体内
レドックス制御機構を破綻させ、酸化ストレスを
著しく増大させることを明らかにした。 
 
(2) 酸化ストレスは骨格筋のタンパク質の酸化を促進し、タンパク質分解酵素であるプロ
テアソームが活性化されることが報告される。本研究では、ビタミン B12欠乏線虫を用いて
筋肉の合成系および分解系に及ぼす影響を解析し、ビタミン B12欠乏が筋組織に及ぼす影響
を明らかにすると共に高齢者で多発する加齢性筋委縮症（サルコペニア）との関連性を見出
すことを目的にした(図 1)。 

 

３．研究の方法 
(1) 本研究で用いた線虫は M9最小培地にビタミン B12を添加したビタミン B12添加培地(100 
g/L)または M9最小培地（ビタミン B12無添加培地）で継代的に培養し、コントロール線虫
ならびにビタミン B12欠乏線虫を調製した。線虫の運動機能を評価するために、水中でのむ
ち打ち運動回数（回/30 sec）を動画撮影し計測した。線虫のアクチンおよびミオシン関連
遺伝子の mRNA発現をリアルタイム PCR法で評価した。線虫のアクチンおよびミオシンタン
パク質のタンパク質発現を確認するため、交差実績のある抗体を用いてウェスタンブロッ
ト解析を行った。線虫のアクチンおよびミオシン繊維の形態を確認するため、アクチン繊維
のローダミン・ファロイジン染色ならびにミオシン抗体染色を行い、蛍光顕微鏡で観察・撮
影を行った。ユビキチン抗体を修飾させたアフィニティービーズを用いて、ユビキチン化・
ポリユビキチン化アクチンのタンパク質量を SDS-PAGEで評価した。 
 
(2) 本研究を推進させる中で、ビタミン B12欠乏線虫ではコラーゲンの代謝異常が引き起こ
されており、そのコラーゲン代謝異常が線虫の運動機能に影響を及ぼしていることが推察
された。線虫のコラーゲン量は線虫の加水分解溶液のヒドロキシプロリン量をアミノ酸分
析機で測定することで評価した。ビタミン B12欠乏がコラーゲンの質に及ぼす影響を解析す
るためにジチロシンならびに最終糖化産物(AGEs)レベルを評価した。さらに、アルツハイマ
ー病モデルを用いて、ビタミン B12欠乏で誘発される酸化ストレスがアミロイドβの凝集に
どのように関わってくるのか抗体染色法で評価した。 
 
 



 

 

４．研究成果 
(1) 線虫において、ビタミン B12欠乏で運動機能障害を呈するのか確認するために、水中で
のむち打ち運動回数を評価した。ビタミン B12 欠乏線虫では、コントロール線虫と比較し、
約 20%の有意なむち打ち運動回数の減少を示した。また、ビタミン B12 欠乏線虫にビタミン
B12 を供与した回復線虫ではコントロールレベルにまで有意なむち打ち運動回数の回復を示
した。この結果は、線虫においてもビタミン B12欠乏で運動機能障害を誘発させることが可
能であることが推察された。 
 
(2) リアルタイム PCR法により、ビタミン
B12 欠乏が筋組織の合成・分解に関与する
遺伝子の遺伝子発現に及ぼす影響を検討
したところ、アクチンタンパク質を構成す
る遺伝子には大きな発現変動は見られな
かったが、ミオシンタンパク質をコードす
る遺伝子の発現減少が確認された。また、
アクチンならびにミオシンの多くの分解
関連遺伝子の発現が顕著に上昇していた。
これらの結果より、ビタミン B12 欠乏では
アクチンならびにミオシンタンパク質の
分解系がアップレギュレートされている
可能性が示唆された(図 2)。 
 
(3) 線虫の筋繊維の状態を確認するために、アクチンならびにミオシン繊維の蛍光観察を
行った結果、ビタミン B12欠乏線虫ではコントロールと比較して、アクチン繊維に歪み・間
隙が多い状態であることが明らかになった（図 3）。ミオシン繊維に関しては、アクチン繊
維ほど顕著ではなかったが、ビタミン B12欠乏線虫ではミオシン繊維の歪みが多く観察され
た。これらの結果より、ビタミン B12 欠乏
では筋繊維の形態学的異常を引き起こす
ことが明らかになった。また、本研究では
3日齢の線虫を観察しているが、15日齢の
老化線虫（コントロール条件下）でも同様
の筋繊維の形態学的異常が見られた。さら
に、老化が進むとミオシンタンパク質より
もアクチンタンパク質の方から分解され
始めることが知られていることよりも、本
研究において、アクチン繊維で損障が強か
った点を鑑みると、ビタミン B12 欠乏では
早期に老化が促進されていることが推察
された。 

 

(4) ここまでの結果より、ビタミン B12欠乏線虫の筋繊維において、アクチン繊維が優先的
に分解を受けていることが推定された。そこで筋繊維の分解系であるユビキチンープロテ
アソーム系に着目した。ユビキチン抗体を修飾したアフィニティービーズを用いて、ユビキ
チン・ポリユビキチン化されたアクチンタンパク質を検出したところ、コントロールと比較
しビタミン B12欠乏線虫ではユビキチン化アクチ
ンタンパク質の増加傾向を示すものの、有意な
増加は認められなかった(図 4)。今後はアクチン
抗体アフィニティービーズを作成し、ユビキチ
ン抗体で検出し評価する予定である。以上の結
果より、ビタミン B12欠乏による運動機能障害は
老化促進により筋繊維の破綻（分解促進）が生じ
ることが要因であることが推測された。ビタミ
ン B12欠乏線虫の筋繊維の状態は、サルコペニア
モデルの線虫（老化促進線虫）の筋繊維状態と非
常によく似ていたことよりもビタミン B12欠乏症
がサルコペニアの発症要因になりうることが推
測された。 
 
(5) 先行研究により、ビタミン B12欠乏では体内抗酸化物質（還元型ビタミン Cならびに還
元型グルタチオン）の減少により、著しい酸化ストレス障害を誘発することを明らかにした。
特にビタミン Cはコラーゲン合成の補酵素として機能する点と、線虫はコラーゲン（表層）



 

 

を豊富に有す生物であり、コラーゲン遺伝子の欠損株で様々な運動機能の低下が報告され
ている点より、ビタミン B12欠乏ではコラーゲン代謝異常を含め、コラーゲンの質の低下が
推測された。アミノ酸分析ならびにビタミン C添加実験の結果、ビタミン B12欠乏ではビタ
ミン C（補酵素）の減少により、著しくコラーゲ
ン量を低下させることが明らかになった。また、
線虫コラーゲンの質の評価に用いられる AGEs
ならびにジチロシン含量を分析した結果、ビタ
ミン B12欠乏は AGEs レベルには影響を及ぼさな
かったが、ジチロシン含量はコントロール線虫
の 約 2 倍 に 増 加 し た （ Koseki et al. 
International Journal of Molecular 
Sciences, 22:12959, 2021）。一方、コラーゲン
量ならびに質の低下はビタミン B12 欠乏線虫の
運動機能障害に及ぼす影響は小さかった。 
 
(6) 線虫のコラーゲン分子間で生じるジチロシン
架橋はヒトのコラーゲン中では生成されないこと
が明らかにされている。ヒトにおいて、ジチロシン
架橋が形成されるのはアミロイドβの凝集時であ
るため、筋肉中でヒトのアミロイドβを発現さ
せる遺伝子組換え線虫 GMC101 を用いて、ビタミ
ン B12欠乏症がアルツハイマー病の発症要因にな
りうるのかを検討した。ビタミン B12欠乏 GMC101
株ではアミロイドβのタンパク質発現量は先行
研究(Arif et al. Antioxidants 10:962, 2021)
と同様に変化は示されなかったが、アミロイド
βモノマー間のジチロシン架橋が顕著に増加し
ていた。また、このアミロイドβ間のジチロシン
架橋は抗酸化剤（ビタミン C）の添加で生成が抑
制された。これらの結果より、ビタミン B12欠乏
で誘発される酸化ストレスはアルツハイマー病
の発症の促進因子になりうることが推察された
（Koseki et al. International Journal of 
Molecular Sciences, 22:12959, 2021）。 
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