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1 要旨  

 

超高齢社会を迎えるわが国において急増するアルツハイマー病(AD)の発症

に関与する機序としてアポトーシスや酸化ストレスが知られている．神経細胞

保護的に働く物質の一つとしてのカルニチンは脂肪酸代謝に必須であるが，長

鎖アシルカルニチンの神経系への作用は明らかにされていない．Neuro-2a 細胞

において，長鎖アシルカルニチンは濃度依存性に細胞障害性を示し，アポトー

シスを誘導し，p38経路が関与する可能性が示された．さらに C18カルニチンに

より細胞内 Reactive Oxygen Species (ROS)が増加した．次に，認知症精査入院患

者から AD，軽度認知機能障害（MCI），健常群を抽出し，血清中のカルニチン

分画と認知機能との関連を検討した．アシルカルニチン/C0カルニチン濃度比と

の間で負の相関が認められたが，臨床的な意義については今後の検討が必要で

あると考えられた．  
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2 序文 

2.1 背景 

超高齢社会を迎え，認知症を有する高齢者が急激に増加し，大きな社会問題

として注目されるようになった．認知症は，2012年厚生労働省研究班調査に

よれば 65 歳以上において 462 万人，有病率にして 14 ％に及ぶと推計され，

軽度認知障害（MCI）も 400 万人と推計されており，対策が急務である．認

知症の原因疾患のうち，半数以上を占めるとされる Alzheimer 病（AD）は，

糖尿病，高血圧，肥満，脂質異常症といった血管リスク保有数が多いほど有

意に発症リスクが増加することが明らかになっている[1-4]． 

Disease modifying therapyが存在しない現在，これらの生活習慣病を

予防または適切に管理していくことが重要であり，予防介入としては中年期

から週 3回以上，40分以上に相当する有酸素運動が推奨されている[5-7]．AD

における 2 大病理は，アミロイドβ（Aβ）蓄積による老人斑形成と，リン

酸化タウタンパクによる神経原線維変化である．リン酸化タウタンパクと老
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人斑形成は相互に作用し，神経細胞死，脳萎縮，アセチルコリン不足からシ

ナプス機能不全を来たし認知症の発症に至る[8, 9]． 

AD 発症には多因子が関与しており，加齢，アポリポタンパク E 多

型などの遺伝的背景，高血圧・糖尿病などの生活習慣病がリスクとして知ら

れ，これらが相互作用していると理解されている[10-12]．脂質の過酸化をは

じめとした酸化ストレスはその病態の一因を担っていると考えられている

[13-15]が，根本的な治療法がないのが現状である． 

 

 

2.2 カルニチン 

カルニチンは脂肪酸の輸送に関与し，ミトコンドリア機能を調節す

る．遊離カルニチンとそのエステル型であるアセチルカルニチン（C2カルニ

チン；構造は後述）は虚血や加齢などのストレスに対して神経細胞保護的に

作用する[16]．  
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 生体内分布と役割 2.2.1

カルニチン（4-hydroxy-3-trimethylaminobutyric acid）はアミノ酸の一

種（4 級アミン）であり，その主な供給は，リジンとメチオニンから肝，腎，

脳において生合成されるほか（25%），食事摂取によって得られる（75%）（図

1）[17, 18]．カルニチンの体内プールのうち 98%は筋肉中に存在し，血漿濃度

の 70 倍とされるが，肝や腎に存在する割合は 1％前後にすぎない[19]．カル

ニチンは血漿蛋白と結合せず，体内カルニチンプールのうち 0.6%は細胞外液

中に遊離カルニチン，およびカルニチンのβ位の水酸基に脂肪酸がエステル

結合したアシルカルニチンとして存在する（図 2）．カルニチンは肉や乳製品

に多く含まれるが，高齢になると摂取量不足などの影響でカルニチン摂取も

減少する．血液中のカルニチン値は大きく変化しないが，骨格筋中の遊離お

よびアセチルカルニチンはともに年齢と強く関連して減少することが示され

ている[20]．組織における C2カルニチン値は 0.1~50 mMと幅があるが，健常

人 6 人を対象とし，午前 12 時および午後 12 時に食事時間とする測定系で血
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清 C0カルニチンは 37 µM(午後 2時)~28 µM（午後 8時）と変動し，C2カル

ニチンは 1.1 µM（午後 6時）～5.2 µM(午後 10時)と遊離脂肪酸値との間に有

意な正の相関をもって変動した[21]．一方で，11 人の健常人を対象とした試

験では，C0 カルニチン，C2 カルニチンとも覚醒時のほうが睡眠中に比較し

て高い傾向があるが，食事前後で両者とも変動を認めなかったとする報告も

ある[22]． 

 

 

図  1：カルニチンの体内分布と代謝，排泄（文献[17]より一部改変）  

OCTN2: Organic cationic Transporter 2 
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分子式：C9H17NO4 

名称：アセチル-L-カルニチン 

(C2カルニチン) 

分子式： C7H15NO3 

名称： L-カルニチン 

 (C0カルニチン)  

図  21：主たるカルニチンの構造式  

分子式： C13H25NO4  

名称： ヘキサノイルカルニチン  

(C6カルニチン)  

分子式： C15H29NO4  

名称： オクタノイルカルニチン 

 (C8カルニチン)  

分子式： C25H49NO4  

名称： ステアロイルカルニチン 

(C18カルニチン) 

分子式： C23H45NO4  

名称： パルミトイルカルニチン 

(C16カルニチン) 
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カルニチンの主たる機能は，①（長鎖）脂肪酸をβ酸化させるためにミ

トコンドリア内に輸送する担体としての機能と，②ミトコンドリア内に蓄積した

アシル CoAをミトコンドリア外に輸送する機能である（[23, 24]; 図 3）．そのほか，

細胞膜を介した物質交換やエネルギーバランスの調整，細胞内遊離 CoA の調整，

クエン酸回路の出発点であるピルビン酸の酸化に関与する[25, 26]．長鎖脂肪酸は

細胞質において ACS (acyl-CoA synthetase) により CoAと結合し，アシル CoAに

活性化される．長鎖脂肪酸はアシル CoAとなることではじめてミトコンドリア外

膜を通過することができ，細胞膜からトランスポータを介して取り込まれたカル

ニチンと CPT1 (carnitine palmitoyltransferase 1)の作用によって結合し，アシルカル

ニチンに転換される．こうしてミトコンドリア内膜を通過したアシルカルニチン

はミトコンドリアマトリックス内でCPT2 (carnitine palmitoyltransferase 2)によって

再びアシル CoAとなり，β酸化を受けてアセチル CoAになることで TCA回路に

組み込まれる[27]．CPT2活性は年齢とともに減少する[28]．一方，OCTN2 (Organic 

cationic Transporter 2)はカルニチンの細胞内取り込みを調節しているために，CPT2
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の機能発現に重要である[28]． 

カルニチンが欠乏すると長鎖脂肪酸のミトコンドリア内への輸送が低下する．

その結果，脂肪酸のβ酸化による NADH2の産生や呼吸鎖による ATPの産生が低

下し，組織の細胞内に中性脂肪が蓄積し，肝腫大やミオパチーを来す．一方，ミ

トコンドリア内のアセチルCoAは，CAT (carnitine acetyltransferase)の作用により，

カルニチンと結合し，アセチルカルニチンとしてミトコンドリア外・細胞外に輸

送される． 
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図  3 カルニチン回路，生体内での作用（文献[24]より一部改変）  

 

 脳における輸送と役割 2.2.2

脂肪酸はすべての組織でエネルギー源として利用される．しかし，

成人脳においてはグルコースが主たるエネルギー源であり，脂肪酸のβ酸化

によるエネルギー産生が寄与する割合は低いとされてきた．しかし近年，脂

肪酸もエネルギー源として脳で利用されることが報告され，総酸化エネルギ

ーのうち約 20%がオクタノン酸によるものとされる[29]．カルニチンの血漿か
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ら神経細胞への供給は Na ポンプ依存性であり[30, 31]，有機酸トランスポー

タである OCTN2 (Organic Cation Transporter 2)を介して脳血液関門を通過する

[32-34]．カルニチンはその最短鎖エステル型であるアセチルカルニチン(C2

カルニチン)として各組織に最も広く分布している[35]．脳内におけるカルニ

チン濃度は末梢組織と比較して低いが，脳内に最も高濃度で存在するのは視

床下部である[36]．C2カルニチン/C0カルニチン比は脳において 1: 2（心臓は

1: 4，腎臓は 1: 10）と最も高い． 

1998年以来，いくつかのカルニチントランスポータが末梢組織に存

在することが明らかとなった．C2 カルニチン合成酵素である carnitine 

acetyltransferase (CAT)はカルニチンの可逆的なアセチル化を触媒し，ミトコン

ドリア膜を介した酢酸，CoA, アセチル CoA の移動を調節している．加齢に

伴い，前頭葉，小脳におけるカルニチン含量が低下し，小脳での CAT活性が

低下する[37]． CAT は海馬，大脳基底核，四丘体で高濃度に分布する一方，

carnitine palmitoyltransferase (CPT)は視床下部で最も濃度が高い． カルニチン
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の脳内での主要な役割の一つとして，アセチル CoAをミトコンドリアから細

胞質に運搬し，アセチルコリンの合成に必要なアセチル基を供給することが

挙げられる[38, 39]． 

 

 カルニチンと認知症 2.2.3

ミトコンドリア機能不全や酸化ストレス状況下において，カルニ

チンが神経細胞に対して保護作用を示すことが知られるようになり，パーキ

ンソン病や AD といった神経変性疾患においても保護的に働く可能性が示

唆された[40]. AD患者の脳は，タンパク，脂質，DNAに対する過剰な酸化

ストレスにさらされている．ADの主要な病理のひとつである Aβは過酸化

脂質の産生を誘導し，神経細胞のアポトーシスに関与するとされる．前述の

ように C2 カルニチンは脳内に豊富に分布しているが，アセチル CoA がミ

トコンドリア内膜を通過する際，アセチルコリン産生を促進し[38]，コリン

過剰状態においてはカルニチンがアセチルコリン合成を促進することが培
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養細胞系で確認されている[39]．C2 カルニチンの神経伝達物質としてのコ

リン作動性は明らかではないが，シナプス後膜に対する作用はなく[41]，

microdialysis を用いた検討において，C2 カルニチンが尾状核および海馬に

おいてアセチルコリン放出を促進することから，シナプス前膜に対する作用

が想定されている[42]ため，認知症治療薬としての可能性が 1980 年代に検

討されてきた．MCI～早期 AD 患者を対象にした 21 のランダム化比較試験

のメタ解析によれば，C2カルニチン 1.5~3 g/dayの経口投与によってプラセ

ボ群と比較して，Clinical Global Impression of Change (CGI-CH)や神経心理検

査成績が 3ヶ月以上にわたり改善した[43]．軽度～中等度の認知症あるいは

MCI 患者を対象にした 16 の無作為二重盲検試験無作のメタ解析では，C2

カルニチン 1-3 g /dayを投与すると， 24週時点までの MMSE，clinical global 

impression においては改善を示すが，それ以降（~52 週）では改善を認めな

かった [44]．また，認知症患者におけるおよび脳脊髄液中血中の C0カルニ

チン, アシルカルニチンを測定した検討では，血中 C0 カルニチンは AD 群
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において健常群より有意に低値であった．一方，脳脊髄液中 C0カルニチン

/アシルカルニチン比は AD で高値となる傾向を示したものの，脳脊髄液中

濃度と血中濃度の間に相関はなかった．脳脊髄液中の C0カルニチン，アシ

ルカルニチンはともに健常群と比較して有意差を認めず，認知症の発症年齢，

有病期間や重症度とも関連はなかった [45]． アシルカルニチンの神経細胞

障害作用ならびにC2カルニチン およびC0カルニチンによる神経細胞保護

的作用の可能性については，これまでに以下に示す報告がある． 

 

 アポトーシスとの関連 2.2.4

Oxygen glucose deprivationを行ったラット海馬スライスにおいて C0

カルニチン補充を行うと，遊離カルニチン低下，アシルカルニチン上昇，CPT1

および CPT2の低下をレスキューし，TUNEL stainingで検出されるアポトーシ

スが抑制された[46]．また Jurkat cellにおいて，C0カルニチンは Fas ligation

惹起性のアポトーシス(caspase3,7,8 発現)を抑制する一方で，C16 カルニチン
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はすべての caspase 活性を上昇させ，アポトーシスを誘導した[47]．ラット海

馬の初代神経細胞において，C2 カルニチン (50 µM)は serum deprivation，

NMDA，Aβ(25-35)による細胞障害を減少させた[48]． 

 

 酸化ストレスとの関連 2.2.5

Sprague-Dawley Ratにおいて，C2カルニチン投与により，抗酸化反

応が増強し，低圧/低酸素誘発性の海馬 CA1 神経細胞に対する障害が軽減し，

記憶障害を改善したとする報告がある[49]．大脳皮質神経細胞を用いた系にお

いて， C2カルニチン (75μM)および α-lipoic acid (LA; 50 μM)の co-treatment

により HNE(4-Hydroxy-2-nonenal; 不飽和脂肪酸の過酸化物質)による酸化ス

トレスが低減され，この作用は PI3K/Akt経路, ERK1/2経路の活性化を介する

ことが示されている[50]．  

 

 In vivoの検討 2.2.6
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ラットに C2 カルニチンを 2 週間投与すると，GSK-3β（tau タンパ

クの過剰リン酸化に関与）活性化に拮抗することによってWT/GFX誘発性の

空間認知が改善され，海馬における c-Fos, synapsin Iといった記憶に関連する

タンパク発現が増強された[51]． 16 ヶ月齢の F-344 ラットに 6 ヶ月間 C2 カ

ルニチンを投与すると，T-maze タスクにおける長期記憶が改善した[52]．C2

カルニチンは Okadaic Acid誘発性のタウの過剰リン酸化を抑制し，ラットに

おいて空間記憶を改善した[53]．また，C2 カルニチンがアミロイド断片によ

る神経毒性を緩和し[54, 55]，ApoE4 Transgenicマウスに C2カルニチン + LA

を 5ヶ月投与すると 12ヶ月齢時の water mazeにおける空間認知能力が改善す

ることが報告されている[56]． 

以上から，C2カルニチンは抗酸化作用あるいはアポトーシス経路の

抑制により細胞死に対して保護的に作用し，長鎖アシルカルニチンはアポト

ーシス誘導など介して細胞障害的に働くことが想定される．神経系に対して

は，C0 カルニチンあるいは C2 カルニチンが保護的に作用することが示唆さ
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れているが，一方で長鎖アシルカルニチンの作用については検討がなされて

いない．従って，アシルカルニチン分画による作用の差異も含めて，アシル

カルニチンの神経系細胞への作用を検討するに至った． 
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3 目的 

 

神経系培養細胞を用いた系において，カルニチン分画（C0カルニチ

ン，アシルカルニチン）に注目し，これらの神経細胞への作用および，それ

らの分子メカニズムを明らかにすることを目的とする． 

また，東京大学医学部附属病院老年病科もの忘れ精査入院患者にお

いて，血清カルニチン分画を測定し，認知機能に関する神経心理学的検査と

の関連を検討する． 
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4 方法 

4.1 材料 

培養細胞を使用した基礎医学的検討では，マウス  neuroblastoma 由来の

Neuro-2a細胞（American Type Culture Collection: ATCC, CCL-131®）を用いた．試

薬は L-carnitine hydrochloride (C0カルニチン; C0283, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 

短鎖アシルカルニチンとして Acetyl-L-Carnitine (C2 カルニチン ; A6706, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), DL-Hexanoyl Carnitine，(C6 カルニチン; H2132, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)，中鎖アシルカルニチンとして Octanoyl Carnitine (C8

カルニチン; 0605/50, Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom), Lauroyl-L-Carnitine 

(C12カルニチン; CR25305, Crystal Chem Inc., Illinois, USA), 長鎖アシルカルニチ

ンとしてMyristoyl-L-Carnitine (C14カルニチン; CR31535, Crystal Chem Inc., Illinois, 

USA), Palmitoyl-L-Carnitine (C16カルニチン; CR22536, Crystal Chem Inc., Illinois, 

USA), Stearoyl-L-Carnitine (C18カルニチン; CR 18537, Crystal Chem Inc., Illinois, 

USA) をそれぞれ滅菌蒸留水に溶解し，stock solutionとして 10-2 Mに調製した．
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培養液は DMEM high glucose (4.5 g/L glucose, D6429, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

に 10 % fetal bovine serum, penicillin/ streptomycinを添加したものを使用した． 

 

4.2 アッセイ 

細胞生存率の測定にはMTS assayとして，CellTiter 96® AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay (G3581, Promega, Madison, USA)を用いた．MTS

テトラゾリウム化合物が生細胞の代謝活性のあるデヒドロゲナーゼによって

生物学的に還元され，組織培養液中に可溶な発色性のホルマザン産物に変換

されることを利用している．細胞刺激終了時に培地の 1/5量に相当する溶液を

加え，37℃にて 1時間インキュベートした．120 μLを 96well plateに移し，

490 nmにおける吸光度を測定することで，陰性コントロールに対する百分率

を求め細胞生存率とした．細胞毒性の測定には Cytotoxicity Detection Kit® 

MK-401(TaKaRa, Osaka, Japan)を使用した．培養上清 100 μLにつき等量の反

応混合液（Catalyst : Dye solution= 1:45<容量比>で要事調製）を加え，室温遮
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光下で 30分間インキュベートした後に 490 nmにおける吸光度を測定した．

各測定値から培地に含まれる FBS 由来の LDH 放出バックグラウンドを差し

引き，陰性コントロールに対する比率を細胞障害の指標とした． 

 

4.3 アシルカルニチンの細胞毒性評価 

アシルカルニチンとして C2, C6, C8, C12, C14, C16, C18カルニチン

を用い，これらの細胞傷害性を検討するために次の実験を行った．Neuro-2a

細胞を 24 well plateに 1×104 cells/wellで播種後，37℃，48時間培養を行い，

各濃度に調製したアシルカルニチン各分画を， 10, 50, 60, 70, 80, 90, 100μM

の各濃度で添加し 37℃，6時間培養した．この培養上清を LDH assayに，培

養上清を取り除いたのちにMTS reagentを混合した新鮮な DMEMに培地交換

し，MTS assayを行った． 

 

4.4 タンパク抽出 
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Neuro-2a細胞を 6 well plateに 1×10５cells/well で DMEMにて捲き込み，48時

間後に RIPA buffer (50 mM Tris-HCl; pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0.5 % 

Deoxycholic acid, 0.1% SDS)に Protease inhibitor cocktail錠（complete Mini®, Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）および Phosphatase inhibitor cocktail 錠

（PhosSTOP® , Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）を各々１錠ずつ溶解

した Lysis buffer (4℃以下)を調整し，各ウェルに 150 µL加えセルスクレーパーで回

収後，15,000rpmにて 15分遠心分離し，その上清をタンパク溶解液として回収した．

各サンプルのタンパク濃度は Pierce® BCA Protein Assay Kit (#23227, Thermo 

scientific, Illinois, USA)を用いて測定した． 

 

4.5 SDS-PAGEおよびWestern-Blot法 

1サンプルあたり，タンパク量として 10 μgを使用し，Sample buffer (0.05 M 

Tris-HCl; pH 6.8, 2 % SDS, 6 % 2-mercaptoethanol, 10 % glycerol, bromophenol blue)を

加え，95℃にて 5分間加熱処理後，SDS-polyacryl amide gel (和光純薬工業株式会
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社，大阪，日本)で 20 mA定電流で電気泳動し，分離したタンパクを Polyvinildene 

difluoride 膜 (fluoroTrans® 0.2 μm，Pall Corporation, New York, USA)に転写した．

その後 5% skim milkを用いて室温で 1時間ブロッキングを行った．5% skim milkに

て希釈した 1次抗体（Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185); #4668 Rabbit monoclonal 

IgG; 1:1000; Cell Singnaling Technology, Inc, Danvers, USA, SAPK/JNK; #9258 Rabbit 

monoclonal IgG; 1:2000; Cell Singnaling Technology, Inc, Danvers, USA, Phospho-p38 

MAPK (Thr180/Tyr182); #4511 Rabbit monoclonal IgG 1:1000; Cell Singnaling 

Technology, Inc, Danvers, USA, p38 MAPK; #8690 Rabbit monoclonal IgG 1:1000; Cell 

Singnaling Technology, Inc, Danvers, USA, beta-tubulin; T4026 mouse monoclonal IgG; 

1:5000; SIGMA-ALDRICH, Missouri, USA）, beta-actin (#3700 Mouse monoclonal IgG; 

1:5000; Cell Singnaling Technology, Inc, Danvers, USA )を振盪しながら 4℃で一晩反

応させた後，TBST で各 10 分間 3 回洗浄を行った．TBST で希釈した二次抗体；

Horseradish-Peroxidase labeled, Anti-rabbit IgG, Anti-mouse IgG (1:5000; Amersham, 

Buckinghamshire, Great Britain) を室温で振盪しながら 1時間反応させたのち，TBST
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にて 10分間 3回洗浄した．タンパクの発現は enhanced chemiluminescence detection 

system (ECL Prime®: GE Healthcare, Buckinghamshire, Great Britain)法によって発光さ

せ，Amersham Hyperfilm ECL® (GE Healthcare, Buckinghamshire, Great Britain)にて検

出した． 

 

4.6 MAPK阻害剤を用いた検討 

JNK Inhibitor II (SP600125, Cat#420119, Merck Millipore, Darmstadt, 

Germany), p38 inhibitor (SB203580, Cat# 559398, Merck Millipore, Darmstadt, 

Germany)を DMSOに溶解して 10-2 M stock solutionを調製し，C18カルニチン

添加の 1時間前に final 10-6 Mになるよう pre-treatmentを行った． 

 

4.7 アポトーシスの検出 

Cell Death Detection ELISA PLUS (Cat# 1774425, Roche, Mannheim, 

Germany)を用い，ヒストンおよび DNAに対してそれぞれ特異性の高いマウス
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モノクローナル抗体を用いたサンドイッチ ELISA法に基づき，細胞溶解液中

の細胞質分画内に存在するヌクレオソームを検出することを測定原理として

いる．405 nmを対照として，490 nmにてプレートリーダーにて吸光度を測定

し，陰性コントロールとしての DMSOに対する分光度の比をもって，C18カ

ルニチン, MAPK阻害剤を添加した際のアポトーシスの変化を検出した． 

 

4.8 Reactive Oxygen Species (ROS)の検出 

Neuro-2a細胞を 1×104 cells/wellで 24 wellプレートにまきこみ，48

時間後に FBS free の DMEM に DCFH-DA 試薬(OxiSelect® Intracellular ROS 

Assay Kit, catalog STA-342-T, Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA)を最終濃度 1 

mM で混合したものに交換し，遮光して 1 時間インキュベートした．培地を

取り除き，PBS washののち，新鮮な DMEMに交換し，C18カルニチン刺激

(60 µM)を行った．過酸化水素（H2O2）1 mMを陽性コントロールとし，遮光

し，経時的に緑色蛍光にて細胞内 ROS産生を蛍光顕微鏡（BZ-9000, KEYENCE, 



 26 

Osaka, Japan）にて観察した． 

 

4.9 患者母集団 

平成 23年 7月から平成 25年 2月の期間に当科に認知症精査目的で

入院し，同意を得られた患者 116 名を母集団とした．下記診断基準により，

解析は認知機能正常群，軽度認知機能障害（MCI）群，AD 群のみを抽出し，

早朝空腹時に静脈採血を行い，酵素サイクリング法（日本 SRL）により血清

総カルニチン，C0カルニチンを測定した．アシルカルニチンは総カルニチン

より C0 カルニチンを引いた値を用いた．年齢，性別，BMI を算出し，簡易

認知機能検査（長谷川式簡易知能スケール：HDS-R[57]，Mini Mental State 

Examination: MMSE[58]）とカルニチン分画との関連を解析した．なお，本研

究は東京大学医学部附属病院倫理委員会の承認を経て遂行され（承認番号

G-2933），患者（認知症などの疾患により患者本人の意思が確認できない場

合は患者家族）の書面による同意を得た上で行った．血清総カルニチン，お
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よび C0 カルニチン濃度は酵素サイクリング法によって測定した（測定委託

先：(株)ビー・エム・エル）．測定原理としては，カルニチンをデヒドロカル

ニチンに酸化するカルニチン脱水素酵素(CDH)と，チオ NAD+および NADH

の 2種の補酵素を組み合わせ， CDHの逆反応を利用して NADHにより還元

することでデヒドロカルニチン量を一定に保ち，チオ NADHの生成速度を測

定することでカルニチン濃度を求める（図 4）[59]．本法は，① 除たんぱく

操作が不要，② 検体中の共存物質であるビリルビン，ヘモグロビンなどの干

渉を受けない，③ 高感度で，低濃度（5 µM）のカルニチンでも良好な再現性

を示す，④ 検量曲線検量曲線は 200 µMまで直線性が認められる，などの利

点をもつ． 
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図 4 酵素サイクリング法の測定原理 （文献 [59]より一部改変）  

 

さらに，各群から偏りのないよう任意に抽出した（健常群 N=27,  

AD群 N= 16，MCI群 N= 6，計 49名）の凍結血清を NPO法人 タンデムマス・

スクリーニング普及協会（島根大学医学部医学部小児科内）に提出し，タン

デムマス分析（MS/MS; MS =mass spectrometry）による血清アシルカルニチン

分画測定を行い，認知機能との関連を検討した．なお，MS/MSは，直列に接

続された質量分析器を用いて，その間に衝突活性化室をもつ装置である[60]．

分析対象となる試料に高電圧など高エネルギーを与えることでイオン化させ，
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質量電荷比に応じて分離・検出する方法で，１台目の MS において特定の質

量数のイオンのみを選択して衝突活性化室に導き，不活性ガスと衝突させ，

その結果生じた二次的なプロダクトイオンを 2 台目の MS で検出することを

測定原理としている．なお，既存のバイオマーカーである髄液 Aβ40 および

42，リン酸化 tau，総 tauの測定や筋肉量，体脂肪率の測定は実験計画の段階

で含まれておらず，実施していない． 

 

4.10  診断  

各群の病型診断について，MCI は Petersen らによる診断基準：A．

主観的なもの忘れの訴えがある，B．年齢に比し記憶力が低下（記憶検査で平

均値の 1.5SD以下），C．日常生活動作は正常，D．全般的な認知機能は正常，

E．認知症は認めない，に拠った[61]．AD は NIA-AA ワーキンググループに

よる probable AD の診断基準[62]に拠った． 具体的には，認知症の診断基準

に加えて，次の A~D を満たすこと：A．潜行性の発症，B．明らかな認知機
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能低下の病歴，C．以下 a, b いずれかの認知機能低下が明らか；a. 記憶の低

下，b．記憶以外の低下として①言語症状（特に語想起の障害），②視空間認

知の障害，③実行機能障害，D．血管性認知症，レビー小体型認知症，前頭側

頭型認知症，意味性失語，進行性非流暢性失語，神経疾患，内科疾患，認知

機能に影響を及ぼす薬剤の内服などの特徴を有しない，である． 

 

4.11 統計解析 

基礎実験の統計解析には StatView for Windows (version 5.0, SAS 

Institute Inc., North Carolina, USA)を用いて ANNOVA post hoc analysisを行い，

平均±S.E.で示した．臨床データ解析には JMP (version 11.0.0, SAS Institute Inc., 

North Carolina, USA)を用いた． 
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5 結果 

5.1 基礎的検討 

アシルカルニチンの分画(C0, C2, C6, C8, C12, C14, C16, C18カルニチン)に注

目して培養細胞生存に与える影響を検討することにした．神経系培養細胞を用いて

アシルカルニチンを添加したことによる細胞生存率，細胞毒性の検討，これらに関

わるシグナル経路，MAPK阻害薬を用いた機能的意義についても解析を行った． 

 

 アシルカルニチンの細胞傷害性（図 5, 6, 7, 8） 5.1.1

対陰性コントロール（NC）比で示すように，MTS assay, LDH assayを用いた

3時間および 6時間作用による Neuro-2a細胞への生存率の検討では，短鎖・中鎖ア

シルカルニチンは神経細胞障害性を示さなかったが，長鎖アシルカルニチンではで

は側鎖の炭素数が増加するほど細胞障害性が有意に増加した（図 5, 6）．中鎖～長

鎖アシルカルニチンの濃度変化による細胞障害性の検討では（図 7, 8），3時間，6

時間いずれの作用時間においても長鎖カルニチンではより低濃度から細胞障害性
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が強く認められ，その障害性は濃度依存的であった． 

 

 アシルカルニチン分画によるアポトーシスへの影響（図 9） 5.1.2

短鎖，(C2カルニチン)，中鎖（C8カルニチン），長鎖（C14, C16, C18

カルニチン）を 60 µMで 24時間作用させた際のアポトーシスへの影響を Cell 

Death Detection ELISAにて検討した．C16，C18カルニチンでは陰性コントロ

ールと比較し有意にアポトーシスが誘発された． 

 

 C18カルニチンによる細胞内シグナル伝達への影響（図 10, 11, 12, 13） 5.1.3

長鎖カルニチンが神経細胞において細胞障害，およびアポトーシス

を有意に増加させたため，関与する細胞内シグナルの解析を行った．長

鎖アシルカルニチンとして C18カルニチンをNeuro-2a細胞に作用させた

際の MAPK経路に与える影響を cell lysateを用いたWestern blottingを用

いて検出した．C18カルニチン 60μMを 1, 3, 6, 24時間作用させ，経時
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的に p38および JNKのリン酸化を検討した．この時系列においては p38, 

JNK ともに 1 時間の時点でのリン酸化が最大となった．次に，各カルニ

チン分画を 60 µM の濃度で 1 時間，3 時間，6 時間作用させると，短鎖

および中鎖アシルカルニチンには p38 JNKリン酸化は変化しなかったが，

長鎖アシルカルニチンでは C16，C18カルニチンが有意に p38, JNKのリ

ン酸化を亢進させた（図 11, 12, 13） 

 MAPK阻害薬を用いた検討 5.1.4

5.1.4.1 細胞障害性への影響 (MTS assay, LDH assay; 図 14, 15) 

p38 阻害薬である SB20358, JNK 阻害薬である SP600125 を pretreat

した 1時間後に C18カルニチン 60 µMを投与すると，SB20358群では C18

カルニチンによる 3 時間後の細胞障害性が部分的に抑制された．一方，

SP600125 では細胞障害性を抑制することができなかった．SB20358, 

SP600125の単独投与では細胞障害に影響は認めなかった． 

5.1.4.2 アポトーシスへの影響（Cell Death Detection ELISA; 図 16） 
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C18カルニチン投与によって誘導されたアポトーシスは SB20358の

pretreat群で部分的に抑制され，SP600125では抑制されなかった．阻害剤単

独投与ではアポトーシスに変化を認めなかった． 

 

 C18カルニチンによる細胞内 ROS産生（図 17） 5.1.5

陽性コントロールとして過酸化水素（1 mM）を投与し，Neuro-2a

細胞において細胞内 ROS 産生が増加することを確認した．C18 カルニチン

投与から 15 分の時点で細胞内 ROS 産生が亢進し，1 時間でピークとなり，

2時間の時点まで残存した．  
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図 5 Neuro-2a 細胞にアシルカルニチン分画を 3 時間作用させた際の

MTS，LDH assay（対 NC(陰性コントロール )比，n= 8）  

 

 

図 6 Neuro-2a 細胞にアシルカルニチン分画を 6 時間作用させた際の

MTS，LDH assay（対 NC(陰性コントロール )比，n= 4）  
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図 7 長鎖アシルカルニチンの Neuro-2a 細胞障害における濃度依存性

（3時間）  

 

図 8 長鎖アシルカルニチンの Neuro-2a 細胞障害における濃度依存性

（6時間）  
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図 9 アシルカルニチン分画によるアポトーシスへの影響（24時間）  

 

 

図 10 C18カルニチン作用による MAPKの経時的変化（n=3, representative 

data）  
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図 11 アシルカルニチン分画による MAPKの変化（1時間）（n=3, 

representative data）  

 

図 12  カルニチン分画による MAPK の変化（ 3 時間； n=3, 

representative data）  
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図 13  カルニチン分画による MAPK の変化（ 6 時間； n=3, 

representative data）  
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図 14 MAPK阻害薬による細胞障害の変化（MTS assay；3時間）  

 

図 15 MAPK阻害薬による細胞障害の変化（LDH assay；3時間）  
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図 16  MAPK 阻害薬によるアポトーシスの変化（ Cell Death 

Detection ELISA；24時間） 
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図 17 C18カルニチンによる ROS産生の経時的変化  
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5.2 臨床的検討 

 患者背景（表 1） 5.2.1

全患者 116 名から認知機能正常群，MCI，AD 群を抽出し，解析対象とな

った総数は 90名であり，診断別の内訳を表 1に示す． 

 血清カルニチン濃度（表 2） 5.2.2

酵素サイクリング法にて測定した早朝空腹時採血における血清カルニチ

ン濃度は下記の通りである．性別間に有意差は認めなかった． 

 タンデムマス解析によるカルニチン分画測定（表 3，図 18） 5.2.3

凍結血清保存されていた患者のうち，49 名においてアシルカルニチンのタン

デムマス解析による測定を行った．各分画の度数分布および，酵素サイクリング法

とタンデムマス解析による測定値の相関を示す．全分画中もっとも濃度が高いのは

C0カルニチンであり，アシルカルニチン分画中では C2カルニチンが最も濃度が高

く，長鎖アシルカルニチンはいずれも C2カルニチンと比較するとごく微量であっ

た． 
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 酵素サイクリング法によるアシルカルニチン値とタンデムマス解5.2.4

析による各アシルカルニチン分画総和の相関（図 19） 

 

酵素サイクリング法によるアシルカルニチン値（縦軸）はタンデム

マス解析において C2～C18 分画の総和（横軸）に相当すると考えられ，こ

れらの測定値の相関を検討した．Pearson’s Correlation Coefficient = 0.9367と

両者は良好な相関を示した． 

 

 酵素サイクリング法による血清中カルニチン濃度と認知機能の相5.2.5

関（表 4，図 20） 

酵素サイクリング法による血清中総カルニチン，C0カルニチン，ア

シルカルニチン値単独と認知機能にいずれも有意な相関を認めなかった．一

方で，血清中アシルカルニチン/C0カルニチン比は，認知機能：HDS-Rと R= 

-0.272, MMSEと R= -0.259に示されるように弱いながらも統計学的には有意

な負の相関を示した．  
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 タンデムマス解析によるアシルカルニチン分画と認知機能の相関5.2.6

（表 5） 

タンデムマス解析を実施したサンプルにおいては，C0カルニチン，C2カル

ニチン，C0+C2カルニチン和，アシルカルニチン/C0カルニチン比，長鎖ア

シルカルニチン/C0カルニチン比，長鎖アシルカルニチン/C2カルニチン比，

長鎖アシルカルニチン/C0+C2カルニチン比のいずれの指標を用いても, 

HDS-R，MMSEで表される認知機能と有意な相関は認められなかった． 

 

 認知機能別のアシルカルニチン/C0カルニチン比（図 21, 22） 5.2.7

臨床的にカットオフとされる HDS-R 得点 20/21, MMSE 得点 23/24

によって 2群に分けた群間比較で，アシルカルニチン/C0カルニチン比（酵

素サイクリング法），アシルカルニチン総和/C0 カルニチン比（タンデムマ

ス解析）はいずれも有意差を認めなかった． 
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表  1 患者背景  

 

 

表  2 血清総カルニチン，C0カルニチン，アシルカルニチン値（mean ±S.D.

μmol/L）；  
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表 3 タンデムマス解析によるカルニチン分画 (mean ±  S.D, µmol/L) 
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図 18 タンデムマス解析による各分画の度数分布（横軸 :濃度 µmol/L，

縦軸：度数）  

 

図 19 酵素サイクリング法（縦軸：µmol/L）とタンデムマス解

析によるアシルカルニチン分画総和（横軸：µmol/L）の相関  
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表  4 血清カルニチン分画と認知機能の相関係数表  

Pearson correlation coefficient, *p< 0.05, ** p< 0.01 

 

 

 

 

 

図  20 血清アシルカルニチン/C0カルニチン比と HDS-R, MMSE得点  
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表 5 タンデムマス解析によるアシルカルニチン分画と認知機能の相関係

数表  
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図 21 アシルカルニチン/C0 カルニチン比認知機能別の群間比較＜酵

素サイクリング法＞（0：HDS≦21, MMSE ≦23,  1: HDS-R ≧22, MMSE

≧  24）   
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図 22 アシルカルニチン総和/C0カルニチン比認知機能別の群間比較＜タ

ンデムマス解析＞（０：HDS≦21, MMSE ≦23,  1: HDS-R ≧22, MMSE≧  

24）  
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6 考察 

 

本研究における基礎的検討においては，長鎖アシルカルニチンが濃度依存的

に MTS assayで示される細胞生存率を低下させ，LDH assayで示される細胞毒性を上昇

させ，長鎖であるほどより低濃度で強い細胞障害性を示した．また，長鎖(C16, C18)ア

シルカルニチンにより，アポトーシスが誘導された．一方で C0カルニチン，短鎖・中

鎖アシルカルニチンは細胞障害性を示さず，アポトーシスの誘導も認められなかった．

長鎖アシルカルニチンが Neuro-2a細胞に対して細胞障害を来すことが示されたため，

関与する細胞内シグナルについて検討したところ，C18カルニチンにより p38, JNKの

リン酸化が亢進し，1時間を最大に投与 6時間後までリン酸化が亢進していた．一方，

短鎖および中鎖カルニチン投与ではこれらのリン酸化に変化は認められなかった．

MAPKのリン酸化が細胞障害に関与するかどうか検討するため，阻害剤添加による検討

を行った．p38阻害薬の投与により C18カルニチンによる細胞障害およびアポトーシス

が部分的に抑制された．一方，JNK阻害薬では抑制効果が認められなかった．これらの

ことから C18カルニチンによる細胞障害およびアポトーシスの誘導には p38活性化の
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関与が示唆された．また，C18カルニチン投与により細胞内 ROS産生が亢進したが，

細胞死に直接関与するかどうかは今後の検討が必要である．ROS産生について，加齢

に関連した酸化ストレスやミトコンドリア機能不全が抗酸化薬と C2カルニチンの投与

で改善した報告[63, 64]があり，TEMPOL, MitTEMPOといった抗酸化薬で pretreatした

のち，cell lysateを用いてWestern blottingによる検討を行ったが，抗酸化薬による p38, 

JNKのリン酸化は変化しなかった(データ未掲載)．このことから C18カルニチンによる

細胞内 ROS産生の亢進は MAPKとは独立した事象である可能性が高いが，抗酸化剤の

選択などを含め検討すべき課題である． 

Neuro-2aを使用した妥当性について，Neuro-2aはマウス神経堤由来の

neuroblastomaから樹立された培養細胞であり，内因性アミロイド前駆タンパク（APP）

を持ち ADの病態解析に関する基礎研究において広く用いられている[65-68]．．本研究

でも認知症，その中でも最も頻度の高い ADの背景病理に即した Aβ分泌やリン酸化タ

ウの検出研究を計画していたため，本細胞株を採用した． 
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McCoin らは，筋細胞にアシルカルニチン分画を添加し IL-6 放出や細胞内カ

ルシウム濃度を上昇させることで細胞死を誘発させ，その経路に JNK, p38 が関与して

いることを報告しており[69, 70]，本研究の結果と一致する．今回神経細胞特異的かつ

ADの背景病理に関連する Aβ分泌，リン酸化タウタンパクの変化といった検討も行っ

たが，信頼姓の高い検出可能な実験系としては確立できなかった．長鎖アシルカルニチ

ンの作用は神経細胞特異的というよりも筋細胞を含めた普遍的な作用があると推察さ

れる． 

このように，アシルカルニチンは神経系において酸化ストレス防御能低下，ア

ポトーシス誘導などを介して神経細胞死を誘導する可能性が考えられる．その一方で，

C0カルニチンはアシルカルニチンの細胞外シャトリングに働くことで細胞内濃度を

低下させ，神経細胞死を抑制する可能性が既報より示唆されるが，本研究結果からは

C0カルニチンに明らかな保護効果が認められなかった．また，アシルカルニチンは認

知症や認知機能低下に関連する指標である可能性が考えられる一方で，血中に存在す

るカルニチン量は体内カルニチンプールの 1％前後に過ぎないため，既報を鑑みても
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[45]，血清カルニチン分画濃度が脳内におけるカルニチンレベルを反映しているかは

不明である．タンデムマス解析の結果からも明らかなように，長鎖アシルカルニチン

は血中に微量しか存在せず，今回実験系で用いた濃度が非生理的であることは否めな

い．低濃度での検討では．Mutombaらは 1µMの C16カルニチンにより caspase-3発現

が亢進し[71]，Rutcowskyらも RAW264.7細胞を用いた検討により，5 µMの長鎖アシ

ルカルニチンが cyclooxygenase-2などの炎症に関与する形質の発現が亢進したことを

報告している[72]．一方，高濃度では細胞膜の破綻を来たし，細胞内カルシウム濃度

や炎症性サイトカインの発現を亢進させる報告から [69, 70] ，濃度範囲によって作用

が異なる可能性が考えられる． 

血清中にカルニチン分画が検出され，脳組織中にも分布することが知られてい

るものの，その生理的・病的役割ならびに認知機能との関連性は明らかにされていな

かった．臨床的検討により，血清総カルニチン，C0カルニチン，アシルカルニチン濃

度単独では認知機能と有意な相関を認めず，血清アシルカルニチン/C0カルニチン比

が認知機能と弱いながらも負の相関を示した．基礎的検討の結果からは長鎖アシルカ
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ルニチンと認知機能が負の相関を示すことが予想されたが，探索的にタンデムマス解

析を提出した 90名中 49名の解析結果においては長鎖アシルカルニチン単独，長鎖ア

シルカルニチン総和/C0カルニチン比と認知機能に有意な相関は認めなかった．元来

体組成などの交絡因子の調整ができていなかったことのほか，タンデムマス解析を提

出したサンプル抽出の際に偏りがあったことは否めず，提出するサンプル数を増加す

る検討の余地はあると考えられる．また前述のように血中 C0カルニチンが AD群で

優位に低値であったとする既報[45]を考慮し，本集団でタンデムマス解析を実施した

サンプルのうち，C0カルニチン値について AD群，MCI群，健常群の群間比較を行っ

てみたが，有意差を認めなかった（データ非掲載）．文献[45]では AD群で有意差はな

かったものの低体重傾向で，かつ BMIが有意に低値であったことを報告しており，カ

ルニチンの経口摂取量が影響している可能性が推察されているが，本検討においては

AD群と他の 2群間で体重およびBMIにいずれも有意差を認めなかった．したがって，

このことが群間に有意差を認めなかった原因の一つになり得る． 

酵素サイクリング法とタンデムマス解析によるアシルカルニチン分画の測定
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は良好な相関を示したが（図 19），認知機能別の２群間比較比較において，いずれの

測定方法によっても有意差を認めなかった（図 21，22）．また，前述のように，C2カ

ルニチンの神経細胞保護および ADに対する短期的な認知機能改善効果の報告がある

ことから，1) C2カルニチン単独，2) C0+C2カルニチン和， 3) 長鎖カルニチン総和/ C2

カルニチン比, 4) (長鎖カルニチン総和)/ (C0+C2カルニチン)比と HDS-R, MMSEの相

関を各々検討したが（表 5），いずれも有意な相関を認めなかった．これらのことより，

タンデムマス解析は実施できる施設も限られており，費用的な面を考慮しても本研究

の結果からは認知機能と相関する指標は得られにくいと考えられる．今後サンプル数

の増加や，脳脊髄液サンプルでの測定を検討したい． 

アシルカルニチン/C0カルニチン比を算出することではじめて認知機能との

間に相関を認めた点について，ここに“Carnitine insufficiency”の概念を引用したい[73]．

クエン酸回路，β酸化などの種々の代謝に必須である遊離 CoAの濃度は限定的であり，

カルニチンの重要な生理作用のひとつとして，細胞内アシル CoA/遊離 CoA比の調節

がある．先天代謝異常症や虚血，肥満などで代謝中間体の有機酸や脂肪酸が蓄積する
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と，ミトコンドリア内でアシル CoAが増加し，遊離 CoAが消費されてしまう．アシ

ル CoAにはピルビン酸脱水素酵素複合体をはじめとする様々な酵素に対する阻害作

用を持つが[73]，十分量のカルニチンが存在すればアシル CoAからアシル基をカルニ

チンに転移することができ，結果としてアシルカルニチンは細胞外へ排出される．す

なわちアシルカルニチン/C0カルニチン比はアシルCoA/遊離CoAを反映していること

になる．近年透析，慢性肝疾患，急性心不全増悪といった病態でアシルカルニチン/ C0

カルニチン比が上昇する報告が増えており[74-76]，今回の基礎的検討では細胞内 CoA

の定量には至らなかったが，今後の検討課題としたい． 

本研究により，カルニチン分画の中でもアシルカルニチン/C0カルニチン比 

と認知機能との関連性が示唆されるとともに，認知症や認知機能低下に対する予

測・関連因子の１つとして血清カルニチン分画比の測定の有用性や可能性は今後期

待されるところである．  

本研究では対象者の体組成評価に関して BMIを指標として用いたため，筋肉

量をはじめとする体組成とカルニチンレベルとの相関について検討できていない．
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さらに，認知症の進行や認知機能の変化と血清カルニチン分画濃度との関連性に関

して，血液サンプルのみならず，脳脊髄液サンプルを用いて既存のマーカーと併せ

て経時的・縦断的な調査をすることも重要と考えられる．  

また，本研究における基礎的検討においては，今回の培養細胞を主体とした

実験に加えて，今後海馬由来初代神経細胞を用いた検討や，アシルカルニチンをは

じめとするカルニチン分画をマウスに投与した際のMorris-water-maze testなどで示

される空間認知能力の評価について進めていきたい． 

本研究により，神経系培養細胞における長鎖アシルカルニチンの細胞障害性

が示唆された．高齢入院患者における血清アシルカルニチン/C0カルニチン比と認

知機能および間には負の相関が認められ，今後，高齢者の認知症・認知機能低下に

関連する因子のひとつとして，酵素サイクリング法によるカルニチン分画比の測定

が候補になり得る可能性が示され，ひいてはこの分野における研究推進や臨床応用

につながることが期待される． 
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