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(1) 要約 

慢性疲労症候群の患者では，脳におけるアセチルカルニチン（AC)の代謝異常が認め

られるが、その分子病態は不明である。今回、ラット脳の cDNA ライブラリーから、AC 輸

送活性を有すると報告のある有機性カチオン輸送体(OCTN1 および OCTN2)に共通の部分塩

基配列をプローブとするプラークハイブリダイゼーション法により、AC輸送体およびその

類似分子をコードするcDNAを単離した。その結果、OCTN1およびOCTN2cDNA以外に新しい

2種類のcDNA(2b-1および11)が発見された。これらのcDNAはOCTN1およびOCTN2と部分

的な相同性を有しているものの、約1/3の小分子で、１回膜貫通型蛋白をコードしていた。

新しく見出された2b-1および11は、培養細胞株の発現系において、それ単独ではAC輸送

活性を示さなかったが、OCTN2の輸送活性を数倍増強した。OCTN1のAC輸送活性は検出限

界以下であった。これらの事実は、OCTN2、2ｂ-１および11が脳におけるAC輸送に深く関

与していることを示唆している。 

 

(2) 研究目的 

慢性疲労症候群（CFS)は、長期間続く原因不明の強い全身疲労・倦怠感を主たる症

状とする症候群である。CFS 患者では、血清アセチルカルニチンレベルが低下しており、

これらの患者にACを投与すると症状の改善がみられ、また、PETによる解析から、脳への

ACの取り込みの低下が観察されている[１]。これらのデータは、CFS患者の脳において、

ACの代謝異常が生じていることを示している。本研究では、CFSの病態の解明および治療

法の開発のための第一段階として、脳におけるACトランスポーターのcDNAクローニング

を試みた。 
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(3) 研究方法 

１）ラット脳cDNAライブラリーの作製とスクリーニング 

ラット脳よりmRNAを精製し、これをλZAP Express Phage Vector (Stratagene社)

にEcoR1とNot1制限酵素サイトで組み込みこむことよりcDNAライブラリーを作製した。

プローブにはアセチルカルニチン輸送(ACT)活性を有する有機性カチオン輸送体(OCTN1お

よびOCTN2)に共通の部分塩基配列（OCTN2の第25番から第375番に相当する351bp）を用

い、プラークハイブリダイゼーション法により、ラット脳のcDNAライブラリー（2ｘ106pfu)

をスクリーニングした。得られた陽性プラークとヘルパーファージを反応させcDNAを組み

込んだpBKファージミドベクターを切り出した。cDNAの塩基配列は、LI-COR社製ゲル板シ

ークエンサーとABI社製PRISM310キャピラリーシクエンサーを使用して決定した。 

 

２）カルニチンおよびアセチルカルニチン輸送活性の測定 

cDNAがコードする蛋白の輸送活性は、当該プラスミドをCOS-7やHEK293などの培養

細胞に遺伝子導入して一過性に発現させて測定した。具体的には、COS-7、CHO、L-cellの

付着性細胞の場合、24well プレートに１ウェル当り、0.5 ～1.0 x105個の細胞密度で24

時間培養した後、0.3μgのプラスミドを8μlのPolyFect （QIAGEN社）と混合して添加

し、さらに36時間培養した。細胞を1mlのNa含有輸送活性測定緩衝液(TB)［1］で洗浄し

た後、0.2mlのTBを加えて、10分間37度Ｃでプレインキュベーションした後、20nM(最終

濃度10nM)の 3Ｈ-カルニチンまたは10μM(最終濃度5μM)の 14Ｃ-アセチルカルニチンを含

む0.2mlのTBを加えて取り込み反応を開始した。37度Cで１時間反応後、氷冷した1ml

のTBで細胞を２回洗浄して反応を停止させ、0.5mlの0.2NaOH/1%SDSで細胞を可溶化し、

細胞内に取り込まれた3Ｈ-カルニチンまたは14Ｃ-アセチルカルニチン量を液体シンチレ

ーションカウンターで測定した。付着性の低いHEK293細胞の場合、細胞をピペッティング

により回収し、 氷冷したTBで２回洗浄した後、0.5 ～1.0 x105個/0.2ml TBになるよう

に調整した後、20nM(最終濃度10nM)の 3Ｈ-カルニチンを含む0.2mlのTBを加えて取り込

み反応を開始した。10分後、細胞を含む反応液を0.5mlのシリコンオイルと流動パラフィ
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ンの等量混合液上に重層し、10000gで1分間遠心して細胞を集め、COS-7細胞と同様に

0.5mlの0.2NaOH/1%SDSで可溶化し細胞内に取り込まれた 3Ｈ-カルニチン量を測定した。 

 

（4) 研究成果 

a) cDNAクローニング 

  「方法」の第１項で述べたようにラットの OCTN1 と OCTN2 の両者に共通なプローブ

を用いて、ラット脳cDNAライブラリーをスクリーニングした結果、全体で15個の陽性プ

ラークが得られた。インサートは15クローン全て、2kbp以上の長さを有していた。 

  全クローンについて、塩基配列を決定したところ、9クローンはOCTN2と、4クロー

ンはOCTN1と全く同一の配列を有していることが判明した。残りの2クローン、2b-1およ

び 11、は OCTN1 および OCTN2 と部分的に相同性を有する新しい cDNA であった。2ｂ-1 と

11は全長がそれぞれ2.9kbと7.2kbであり、146個と179個のアミノ酸からなる新しい蛋

白をコードしていた。両蛋白はＮ末端から131番目のアミノ酸までは全く同一の配列を共

有していたが、132番目からC末端まで、2b-1が15個の、そして、11が38個のアミノ酸

からなるユニークな配列を有していた（図1）。 

OCTN1とOCTN2は保存された12個の疎水性領域を有し、12回膜貫通型構造を成して

いると推定されている。2ｂ-1と11はこのOCTN1とOCTN2とに共通に保存されたN末端側

に一番近い第１膜貫通領域（LIFFLLSASII）を有していることから、１回膜貫通型の膜蛋白

として細胞膜に存在していると予想された（図2)。 
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    図1. OCTN1、OCTN2、2b-１および11cDNAの構造 
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b) カルニチンおよびアセチルカルニチン輸送活性 

新しく見出されたOCTN関連蛋白である2b-1と11のカルニチンあるいはアセチルカ

ルニチン輸送活性を「方法」の第2項で詳述したように培養細胞に一過性に発現させて検

討した。まず、輸送活性を測定するに最も適当な培養細胞株を選択するために、COS-7、CHO、

L-Cell、HEK293の4種類の細胞にOCTN2を遺伝子導入してカルニチン輸送活性を検討した

ところ、COS-7 と HEK293 細胞に高い輸送活性が認められたのに対し、CHO 細胞や L-Cell

では低い輸送活性しか得られなかった（図３)。以上の結果より、COS-7 または HEK293 細

胞をカルニチンあるいはアセチルカルニチン輸送活性の測定に使用した。 

図3.  一過性に発現させたOCTN2によるカルニチンの輸送活性  
（pBKは空のベクターのみを遺伝子導入した結果を示す） 
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ｃ）2ｂ-1および11によるOCTN2のアセチルカルニチン輸送活性増強 

HEK293 細胞に 2b-1 および 11 を遺伝子導入してカルニチンおよびアセチルカルニチ
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ン輸送活性の測定を行ったが、まったく有意の活性は検出されなかった（図４）。OCTN1も

同様に不活性であった。HEK293をCOS-7細胞の代わり用いても全く同様の結果が得られた。

しかし、OCTN2を2ｂ-1あるいは11と同時に共発現させると、OCTN2のカルニチンの輸送

活性は２-３倍に増強された(図５)。アセチルカルニチンの輸送についても同程度の増強が

観察された。この増強はOCTN1では観察されず、2b-1と11に特異的であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４. OCTN1、OCTN2、2b-１および11クローンをHEK293細胞に遺伝子導入した場合のカル

ニチン輸送活性 
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図５.  COS-7細胞に発現させたOCTN2のカルニチン輸送活性に対する2b-1  

   および11の効果（添加したプラスミド量は合計でwell当たり0.3μg 

 とし、OCTN2は半量の0.15μgを加えた） 

 

 

（5) 考察 

上述したように、脳のcDNAライブラリーからOCTN1およびOCTN2がクローニングさ

れたことから、脳にこれらの蛋白分子が発現していることは明らかである。しかし、OCTN1

のアセチルカルニチン輸送活性は低くほとんど検出限界以下であった。したがって、脳に

おいて主としてアセチルカルニチン輸送を担っているのはOCTN2であると考えられる。ま

た、OCTN2のアセチルカルニチン輸送活性は、今回新しく発見された2ｂ-1あるいは11分

子で調節されている可能性が高い。 

今後の研究方向として、（１）OCTN2、2ｂ-1および11の脳内分布の解明、（２）2b-1

および11分子によるOCTN2活性化の分子機構の解明、（３）OCTN2、2b-1あるいは11の遺

伝子操作による欠損あるいは過剰発現によるCFS病態または疲労抵抗性モデル動物の作製

が試みられるべきであろう。 一方、CFS患者におけるOCTN2，2b-1および11のSNP（単
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一塩基多型）の存在と病態の関係を調べることもCFS病態の理解に役立つと考えられる。

これらの知見は、将来、アセチルカルニチンの取り込みを促進する薬剤の開発など慢性疲

労の治療戦略を立てる上で重要である。 
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