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研究成果の概要（和文）： 

まず、本研究ではカルニチン欠乏症例中の先天代謝異常症である OCTN2 異常症の頻度、臨
床像について検討した。分析した 2,694 例中 269 例がカルニチン欠乏であった。2 例でヘテロ
接合性変異を同定し、それぞれ S467C/WT、V465A/WT であった。本症ではヘテロ接合性変異を有
する場合でも、感染等を契機に重篤な臨床像を呈する可能性が示唆された。 

次に、培養皮膚線維芽細胞を用いたカルニチントランスポーターの機能解析法を確立した。
OCTN2 異常症群における細胞内/細胞外の遊離カルニチン比はコントロール群より有意に低下
した。本法は細胞内外のアシルカルニチンを観察可能であり、カルニチンが関与する他の脂肪
酸代謝異常症の機能解析への応用も期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Deficiency of carnitine transporter, a product of OCTN2 gene, causes a primary 

carnitine deficiency. First, this study surveyed the prevalence and clinical presentation of 

OCTN2 deficiency among the carnitine deficiency. Acylcarnitine analysis identified 269 

cases of carnitine deficiency out of 2,694 subjects. Two cases had heterozygous mutation, 

S467C/WT and V465A/WT, respectively. This result suggests that catabolic state upon 

infection or poor nutrition can trigger metabolic decompensation even in the heterozygous 

carrier of OCTN2 mutation.  

Second, our study established a method for functional analysis of carnitine transporter 

using cultured skin fibroblast. The ratio of intracellular carnitine/extracellular free 

carnitine in OCTN2 deficiency was significantly lower than in normal controls. This 

method also enables to evaluate intracellular acylcarnitine profile simultaneously as well 

as extracellular acylcarnitine profile using conventional method. Further application of 

this strategy for the functional analysis of fatty acid oxidation is expected. 
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１．研究開始当初の背景 

(１) 臨床の場においてカルニチン欠乏症が
尐なくない事が分かってきた 

質量分析技術の進歩により、1990 年代か
ら ESI-MS/MS(タンデムマス)による血中ア
シルカルニチン分析は脂肪酸代謝異常症の
診断方法として普及した。この方法により尐
量の血液試料から幅広い脂肪酸代謝異常の
スクリーニングが可能となった。申請者の教
室では 2003 年からタンデムマスを導入し、
脂肪酸代謝異常症をはじめ多くの先天代謝
異常症を診断している。我々は、この経験の
中から、先天代謝異常症としての OCTN2 異
常症に加え、二次性カルニチン欠乏症を来す
症例が多いことを見いだした。 

 

(２) カルニチントランスポーター（OCTN2）
異常症について 

カルニチンは長鎖脂肪酸がミトコンドリ
アβ酸化を受ける際には必須の輸送体であ
り、カルニチントランスポーターにより細胞
質へ能動的に取り込まれる。OCTN2 異常症
は先天代謝異常症である全身性カルニチン
欠乏症異常の原因遺伝子であり、カルニチン
トランスポーターをコードする事が報告さ
れている。この疾患は、感染や飢餓を契機に
著しい低血糖などを呈するが、カルニチンの
投与により著しい予後の改善が得られる。試
験的遺伝子スクリーニングによると本邦で
の OCTN2 異常症は約 1/4 万人といわれるが
発見される患者数は尐なく、原因不明の突然
死や急性脳症とされる症例が多いと推定さ
れた。 

 また、カルニチントランスポーターの機能
解析の際はこれまで RI を用いた遊離カルニ
チン取り込み率が必須の手法であった。この
方法の原型は 1988 年に報告されたが、RI を
用いねばならず、簡便性に問題があり、より
簡便な方法を開発する必要があった。 

 

２．研究の目的 

 (1) タンデムマスによるアシルカルニチン
分析(タンデムマス分析)がわが国の臨床現場
においても徐々に普及するにつれて、カルニ
チン欠乏症を呈する症例が散見されるよう
になった。本研究では、こうしたカルニチン
欠乏症例中の OCTN2 異常症の頻度、および
それらの臨床像についての検討を行った。 

2) これまで OCTN2 異常症の診断に必要で
あった、RI を用いたカルニチントランスポー
ターの機能解析法に代替する、より簡便な機
能解析法の開発に関する研究を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) アシルカルニチン分析によるカルニチ
ン欠乏症例の集積 

何らかの症状を有し、臨床的に脂肪酸代謝
異常症を含めた先天代謝異常症が疑われる
患者の血中アシルカルニチン分析を行った。
ろ紙血における遊離カルニチン濃度が 20 
mol/l 以下をカルニチン低下症例と定義し
症例を収集した。この際、尿中アシルカルニ
チン分析に加え、尿中有機酸分析なども同時
に行い、多角的な解析を試みた。尿アシルカ
ルニチン分析を行った症例については遊離
カルニチンクリアランス((尿中遊離カルニ
チン値×血清 Cr値)/(血清遊離カルニチン値
×尿 Cr 値) ×100 % (正常値≦2.1))を算出
した。 
 
(2) カルニチントランスポーター異常症が
疑われる症例の遺伝子解析 

OCTN2 異常症のスクリーニングには尿中へ
の遊離カルニチンクリアランスを用いた。こ
こから抽出された症例のうち、同意が得られ
た症例について OCTN2 遺伝子を解析した。遺
伝子解析の是非については島根大学医学部
において倫理委員会の承認を得た検査方
法・同意書式に準じて行った。 
 
(3) 線維芽細胞を用いたカルニチントラン
スポーター機能の評価法確立 

培養皮膚線維芽細胞を培養プレート上で
培養し、コンフルーエントに達したところで、
表面を洗浄した。これに脂肪酸を含まない
BSA を加えた MEM に、L-carnitne それぞれ
10, 50, 400 mol/l、パルミチン酸 200 
mol/l を最終的にそれらの濃度になるよう
に添加し、96 時間培養した。培養液（細胞外
液に近似する）の上清を 10 l 採取した。一
方、細胞ペレットは Folch 法を用いて細胞内
液の精製を行い（図 1）、そのうちの 10 l を
分析用試料として採取した。その後，それぞ
れの試料をブチル誘導体化しタンデムマス
でアシルカルニチン分析を行った。得られた
遊離カルニチン濃度を細胞蛋白濃度で補正
した後、異なる遊離カルニチン量での培養系
間での細胞内外の遊離カルニチンについて
検討を行った。 



４．研究成果 
(1)  アシルカルニチン分析によるカルニ
チン欠乏症例の集積 
2009 年 4 月 1 日～2010 年 3 月末までに、何
らかの症状を呈し、臨床的に脂肪酸代謝異常
症などの先天代謝異常症を疑われた症例か
ら 2,694 検体の血液ろ紙検体を得て、タンデ
ムマス分析を行った。269 症例のカルニチン
欠乏症例を発見した。カルニチン欠乏症発見
後の問診や再検、化学診断をすすめた結果、
カルニチン欠乏症は二次的に起こっている
事が非常に多い事が明らかになった。 
 
(2) OCTN2 遺伝子解析 
このうち、23 例について尿アシルカルニチ

ン分析を行ったが、OCTN2 異常症のスクリー
ニング指標として報告されている 2.1%を超
える症例は 3症例であった。これらの 3 症例
を含む 4 症例について遺伝子解析を行った。 
このうちの 2例ではヘテロ接合性変異を有し、
それぞれ S467C/WT、V465A/WT を同定した。
前者は、13歳4ヶ月に診断された女児であり、
繰り返す痙攣発作および頭部 MRI 上の異常信
号を呈していた。遊離カルニチンクリアラン
スは 3.12%であった。後者は 1歳 11 ヶ月に急
性胃腸炎罹患時の意識障害を契機に発症し
た女児であった。遊離カルニチンクリアラン
スは 46.7%であり、L-カルニチン内服により
後遺症無く経過している。今回の検討から、
OCTN2 遺伝子についてはヘテロ接合性変異を
有する場合であっても、感染などで低栄養や
異化亢進が引き金になって重篤な臨床像を
呈する可能性が示唆された。 
 
(3) 正常コントロールの線維芽細胞を用い
た細胞内外の遊離カルニチン濃度の検討 

正常コントロールにおいて培養液中の遊
離カルニチン濃度を生体内における過量、正
常量、不足量として、それぞれ 400 mol/l, 50 
mol/l, 10 mol/l として培養し、細胞内外
のアシルカルニチンプロフィールを比較し
た(図 2)。正常コントロール細胞ではカルニ
チン欠乏下においては遊離カルニチン濃度
が細胞外に比べて細胞内で高くなることが
明らかになった。また、その他の 2 群では細
胞外の遊離カルニチン濃度に近似した細胞
内遊離カルニチンとなった。この事から、カ
ルニチントランスポーターは細胞外遊離カ
ルニチン値が低い状況下においてより働き、
その機能を観察できる事が明らかになった。
細胞外遊離カルニチン濃度が十分である時
はトランスポーターを介さないカルニチン
輸送が行われると考えられた。  

 
 
 
 

(4) OCTN2 患者の培養皮膚線維芽細胞を用
いた細胞内外遊離カルニチン濃度の検討 
 遺伝子解析で確定診断がなされている
OCTN2 異常症患者 2 例および正常コントロー
ル 2例をもちいて細胞内外の遊離カルニチン
濃度について検討を行った。図 3 に示すとお
り、OCTN2 異常症例では培養液中のカルニチ
ン濃度が 10 mol/l の時にコントロールに比
べて有意に細胞内/細胞外の遊離カルニチン
比が低下した。よって培養液の遊離カルニチ
ン濃度は生理的な細胞外遊離カルニチン濃
度よりも低い場合にカルニチントランスポ
ーターの機能をより正確に評価出来ること
が明らかになった。 

 以上の結果より、OCTN2 異常症の確定診
断に必要なトランプポーターの機能解析に



は、培養液中のカルニチン濃度を 10 mol/l
として培養を行い、細胞内外の遊離カルニチ
ン濃度を比較することで、従来の RI を用い
る煩雑な方法に代替可能と考えられた。この
機能解析法は細胞内外のアシルカルニチン
を同時に観察可能であり、カルニチンが関与
する他の脂肪酸代謝異常症の機能解析にも
有用であることが期待される。 
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