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略語 

 

ALT：alanine amino transferase アラニンアミノトランスフェラーゼ 

AST：aspartate amino transferase アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 

7nAChR：7 nicotinic acetylcholine receptor α7 ニコチン作動性アセチルコリン受容体 

BCH：2-aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylic acid 2-アミノ 2-ノルボルナンカルボン酸 

HPLC：High-Performance-Liquid-Chromatography 高速液体クロマトグラフィー 

KAT：kynurenine amino transferase キヌレニンアミノトランスフェラーゼ 

KRB：Krebs-Ringer buffer クレブス・リンガー緩衝液 

KYNA：kynurenic acid キヌレン酸 

KYN：kynurenine キヌレニン 

LAT：large neutral amino acid transporter 大型中性アミノ酸トランスポーター 

TAA：Thioacetamide チオアセトアミド 

 

Amino acids 

Ala：L-Alanine アラニン 

Arg：L-Arginine アルギニン 

Asn：L-Asparagine アスパラギン 

Asp：L-Aspartic acid アスパラギン酸 

Cys：L-Cysteine システイン 

Gln：L-Glutamine グルタミン 

Glu：L-Glutaminate グルタミン酸 

Gly：L-Glycine グリシン 

His：L-Histidine ヒスチジン 

Ile：L-Isoleucine イソロイシン 

Leu：L-Leucine ロイシン 

Lys：L-Lysine リジン 

Met：L-Methionine メチオニン 

Phe：L-Phenylalanine フェニルアラニン 

Pro：L-Proline プロリン 

Ser：L-Serine セリン 

Thr：L-Threonine スレオニン 

Trp：L-Tryptophan トリプトファン 

Val：L-Valine バリン 
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序論 

  

WHO の健康の定義や健康日本 21 で提言されているように，精神的な健康は人が生きる

ための重要な条件である．厚生労働省がおこなっている患者調査によると，医療機関にかか

っている精神疾患の患者数は年々増加しており，平成 26 年には約 390 万人に至っている．

内訳としては多いものから順に，うつ病などの気分障害，統合失調症，不安障害，認知症と

なっており，どの疾患においても患者数は増加か横ばいの傾向である（Fig. 0-1）．精神疾患

が引き起こす最も恐ろしい結果は自殺である．自殺時には，約 90％の人が何らかの精神科

診断がつく状態であったことが知られている．我が国において，自殺は平成 29 年の 10 歳

～44 歳の死因第 1 位，全体でも第 8 位となっており，大きな社会問題となっている．精神

疾患を予防することは，日本人において急速に解決しなければいけない課題であるといえ

る．現在，精神疾患を防ぐための対策として提唱されている方法はストレスをなくすことや

睡眠の改善といったものであり，個人の意識に依存する．そこで，栄養学的手法をもちいて

脳機能を調節することが可能になれば，精神疾患を日常的に防ぐことができるのではない

かと考えた． 

Fig. 0-1 精神疾患を有する総患者数の推移（疾病別内訳） 

厚生労働省“患者調査”より厚生労働省障害保健福祉部が作成したものを引用． 
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栄養学的手法を用いた脳機能の調節因子として，キヌレン酸（KYNA）に着目した．必須

アミノ酸であるトリプトファン（Trp）の代謝産物にはさまざまな生理活性を持つものがあ

り，中でもキヌレン酸（KYNA）は近年脳神経科学の分野で注目を集めている．KYNA はト

リプトファンの主要な代謝経路であるキヌレニン経路の代謝産物であり（Fig. 0-2），生理的

濃度において α7 ニコチン作動性アセチルコリン受容体（7nAChR）のアンタゴニストとし

て作用する（Fig. 0-3）．7nAChR は グルタミン酸やアセチルコリン作動性ニューロンに存

在し，グルタミン酸，アセチルコリン，ドーパミン放出を制御している [1]．KYNA が nM

レベルで増加することで，グルタミン酸やドーパミンの放出が抑制され [2, 3]，学習や記憶，

統合失調症に関連した認知機能が低下することが動物実験において明らかになっている [4, 

5, 6, 7]．逆に KYNA を減少させることでドーパミン，グルタミン酸，アセチルコリン放出

が増加し [8, 9, 10]，認知機能が向上する[11, 12]．ヒトにおいて，統合失調症患者の前頭前

皮質，脳脊髄液中の KYNA 濃度は健常者より高値を示す [13, 14, 15]．これらの報告から，

KYNA 代謝異常が精神疾患を誘発するという KYNA 仮説が提唱されている． 

 

Fig. 0-2 トリプトファン代謝経路 

四角で囲んだ物質がキヌレン酸． 
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Fig. 0-3 キヌレン酸による神経伝達調節機構 

 

現在，脳内の KYNA 産生を抑制する薬剤の開発は進んでいるが [12]，KYNA 産生の上昇

を予防する観点の研究はない．脳内 KYNA を栄養学的手法で制御することが可能になれば，

神経伝達物質放出調節を介した日常的な脳機能保護につながると考えられる．先行研究よ

り，高 Trp 食をラットに摂取させると，脳内 KYNA 産生が亢進し，それに伴いドーパミン

放出量が減少することが明らかになった [16]．食餌によって脳内 KYNA 産生と神経伝達物

質放出を調節する可能性が見出された．また，国内外の KYNA 研究では，脳内 KYNA が上

昇することによる影響や，実際の精神疾患患者の KYNA 動態については盛んに研究がされ

ているが，脳内 KYNA が上昇する原因については不明な点が多く，高 Trp 食やケトン食な

どの食餌 [16, 17]，KYN 代謝遺伝子の変異 [18] が報告されているにすぎない．脳内 KYNA

代謝異常の原因と機序を解明することは，統合失調症やうつ病などの精神疾患の予防，早期

発見，先制医療，治療に繋がる．高 Trp 食摂取は血中，脳内の KYN 量の上昇を介して脳内

KYNA 量を増加させる．脳内 KYNA 量は KYN 量に依存することから，末梢 Trp 代謝変動

に起因する血中 KYN 濃度の上昇が脳内 KYNA 産生を亢進する可能性を考えた．以上のこ

とから本研究では，末梢代謝に着目し脳内 KYNA 産生を変動させる因子と栄養成分を解明

することを目的とした． 
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1 章. 栄養成分によるキヌレン酸産生制御 —アミノ酸の in vitro スクリーニング－ 

 

1-1. 序論 

 KYNA は血液脳関門を介してアストロサイトに取り込まれた前駆物質キヌレニン（KYN）

から合成される．脳内の KYN の約 60%は末梢由来であり，KYNA は血液脳関門を通過しな

いため，血中の KYNA は脳内には影響しないと考えられる [19, 20]．アストロサイトで合

成された KYNA は即座に細胞外液中に放出されるため，細胞外液中の KYNA は脳内 KYNA

産生に依存している．よって，脳内 KYNA 産生の制御には，KYN 取り込みの制御と KYNA

合成制御の 2 つが考えられる[21]． 

KYNA は KYN からキヌレニンアミノトランスフェラーゼ（KAT）を介して合成される．

哺乳類の脳には KAT のアイソザイムは 4 つ存在しており，どれも広い基質選択性をもち，

ホモジネートをもちいた酵素活性測定ではさまざまなアミノ酸が KAT 活性を競合阻害する

ことがわかっている [22-24]．よって，アミノ酸が KAT 活性を阻害し，KYNA 産生を抑制す

る可能性が考えられる．KYN を脳内に取り込むトランスポーターは分岐鎖アミノ酸と芳香

族アミノ酸の輸送体として知られている大型中性アミノ酸トランスポーター（LAT）である．

LAT の基質であるアミノ酸のほうが KYN よりも LAT に対する親和性が高いことが細胞レ

ベルで分かっている [19, 25-27]．これらのことから，KYNA 産生を抑制する栄養成分とし

てアミノ酸に着目し，脳組織切片を用いた in vitro 実験にて KYNA 産生に影響をおよぼすア

ミノ酸をスクリーニングした． 

 

1-2. 実験方法 

1-2-1. 実験動物 

 7-10 週齢の Wistar 系雄ラットを日本クレア株式会社（Tokyo, Japan）から購入し，実験

に用いた．実験動物用固形飼料 MF（Oriental Yeast Co., Tokyo, Japan）を自由摂取，自

由飲水，室温 22±2 ℃，湿度 60±10 %，明暗サイクルは 12 時間（明期 6 時～18 時）で飼育

した．実験動物の取り扱いは滋賀県立大学における動物実験等に関する規定に従った． 

 

1-2-2. 試薬 

  L-Kynurenine sulfate salt，KYNA，L-Tyrosine disodium salt hydrate は Sigma Chemical Co.（St. 

Louis，Mo，U.S.A）から購入した．その他のアミノ酸 18 種（Ala，Arg，Asn，Asp，L-Cysteine 

hydrochloride Monohydrate，Gln，Sodium L-Glutaminate，Gly，His，Ile，Leu，L-Lysine hydrochloride，

Met，Phe，Pro，Ser，Thr，Val）はすべて和光純薬工業株式会社（Osaka，Japan）から購入し

た． 

Krebs-Ringer buffer（KRB）の組成は NaCl：118.5 mmol/L，KCl：4.75 mmol/L，CaCl2：1.77 

mmol/L，MgSO4：1.18mmol/L，NaH2PO4：16.2 mmol/L，glucose：5 mmol/L であり，95% O2，

5% CO2下で 30 分間バブリングし，pH 7.4 に合わせた．KRB の調製はすべて氷冷下でおこ

なった． 
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1-2-3. De novo KYNA 合成実験によるアミノ酸スクリーニング 

 In vitro でのスクリーニングは，組織切片を用いた De novo KYNA 合成実験にておこなっ

た．実験方法は Turski らの方法に従った [20]．ラットは断頭によって屠殺し，脳を解剖し

左右の大脳皮質のみを摘出した．摘出した大脳皮質は McIlwain tissue slicer （Muromachi Kikai 

Co., Ltd, Tokyo, Japan）を用いて切断し，1 mm 角の組織切片とし，実験開始まで KRB に入

れて氷冷した（1 時間未満）． 

 脳組織切片は KRB を入れた 27well のマイクロプレートに 1well あたり 7 個ずつ入れ，

Screening test では終濃度 1 mmol/L，Dose-response test では 3 – 3000 µmol/L アミノ酸溶液を

各 well に添加した．Screening test の Control，Dose-response test のアミノ酸 0 µmol/L にはア

ミノ酸を添加せずに KRB を添加した．10 分間プレインキュベート（37℃，95% O2 バブリ

ング，振とう 27 rpm）したのち，終濃度 2 µmol/L の KYN（ラット血中生理的濃度に相当）

を添加し，2 時間インキュベート（37℃，95% O2バブリング，振とう 27 rpm）したのち，氷

冷した．well 内の容量は最終的に 1 mL になるようにした．well 内の緩衝液のみを直ちに回

収し，1 mol/L HCl を 100µL 添加し緩衝液サンプルとした．脳組織切片は 500 µL の KRB で

3 回洗浄した後，250 µL の超純水を加えてソニケーター（Powersonic model 50; Yamato Kagaku, 

Tokyo, Japan）を用いて懸濁液を作成し組織切片サンプルとした．組織切片のうち 50 µL を

組織切片のタンパク質定量にもちいた．タンパク量は，Bradford 色素結合法 [28]に基づき，

Bio-Rad Protein Assay Dye reagent Concentrate（Bio-Rad laboratories）を用いて測定した． 

 

1-2-4. KYN，KYNA 測定 

  緩衝液サンプルは HPLC 移動相で 2 倍希釈し，遠心分離した上清を測定に用いた．組織

切片サンプルは 6% 過塩素酸と 4 : 1 の割合で混合して除タンパクをし，遠心分離（12000 × 

g，10 分，4℃）した上清を 0.45µm フィルターで濾過したものを測定に用いた．緩衝液上清

中の KYNA 濃度を KYNA 産生量，組織切片中の KYN 濃度を KYN 取り込みの指標とした． 

KYNAとKYNの測定はそれぞれ Shibataら，Holmesらの方法に従っておこなった[29, 30]．

カラムは Tosoh TSK-GEL ODS-80Ts（4.6×250 nm id，particle size 7μm），移動相は 10 mmol/L 

酢酸-酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）— アセトニトリル（92:8, v/v），流速は 1.0 mL/min で

溶出した．KYNA 濃度は HPLC-蛍光法（RF-20Axis; Shimadzu, Kyoto, Japan; 励起波長 344 nm , 

蛍光波 398 nm），KYN 濃度は HPLC-UV 法（SPD-10AV; Shimadzu; 365 nm wavelength）で検

出した． 

 

1-2-5. 統計解析 

数値はすべて平均値±SE で示した．3 群以上の比較には One-way ANOVA の Dunnet 法に

て検定をおこなった．シグモイド曲線は非線形回帰分析で作成した．KYNA 産生，KYN 取

り込みに対する IC50（µmol/L）はGraphPad Prism 5.0 （GraphPad Software, San Diego, CA, USA）

の“log (inhibitor) vs. response”の式を用いて算出した． 

それぞれのアミノ酸添加濃度における KYNA 産生と KYN 取り込み阻害率は Control 値に
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対するパーセントで表し，線形回帰分析をおこなった．各 KYN 濃度における KYNA 産生

と KYN 取り込みの相関も同様に 2 µmol/L KYN 添加の Control 値に対するパーセントで表

し，線形回帰分析をおこなった．それぞれについて Pearson の相関係数を算出した．p 値が

0.05 未満のとき，統計学的有意差があるものとみなした．すべての統計解析に GraphPad 

Prism 5.0（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を使用した． 

 

1-3. 結果 

KYNA 産生を抑制するアミノ酸のスクリーニング 

  KYNA 産生を制御するアミノ酸を明らかにするため，タンパク質を構成する 19 種類のア

ミノ酸をそれぞれ 1 mmol/L 添加し，in vitro での KYNA 産生量を測定した．Trp は標準品に

代謝産物である KYNA が混在しており，精確な測定ができなかったため本研究では対象か

ら除外した．19 種類のアミノ酸のうち，Leu，Ile，Met，Ala，Tyr，Gln，Glu，Asp の 8 種が

KYNA 産生を Control の 40–60 %まで抑制し，Phe，Cys は約 25%まで抑制した（Fig. 1-1a）．

KYNA 産生を抑制した 10 種のうち，Leu，Ile，Met，Phe，Tyr は組織切片中 KYN 濃度を

Control の 50%以下に抑制した（Fig. 1-1b）．Ala，Cys，Gln，Glu，Asp では Control との差は

なかった．Val は組織切片中 KYN 濃度を約 50 % まで抑制したが，KYNA 産生は抑制しな

かった． 
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Fig. 1-1 Screening test 

1 mmol/L のアミノ酸を添加した時の（a）大脳皮質組織切片の KYNA 産生量，（b）組織切片中 KYN 濃度

を測定した．値は平均値±SE（n = 3-7），検定には One way ANOVA の Dunnet 法を用いた． 

*p < 0.05 vs Ctrl． 
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アミノ酸は濃度依存的に KYNA 産生と KYN 取り込みを阻害する 

  1 mmol/L 添加で KYNA 産生抑制作用を示した 10 種類のアミノ酸について，添加濃度 3 

µmol/L – 3 mmol/L において KYNA 産生阻害能をさらに明らかにした．すべてのアミノ酸が

添加濃度依存的に KYNA 産生を抑制した（Fig. 1-2）． Leu，Ile，Met，Phe，Tyr の 5 つのア

ミノ酸は組織切片中 KYN 濃度も同様に添加濃度依存的に抑制した（Fig. 1-3）．Ala，Cys，

Gln，Glu，Asp は組織切片中 KYN 濃度に影響しなかった．さらに，KYNA 産生，KYN 取り

込みに対する IC50を算出した（Table. 1）．KYNA 産生に対する IC50 を昇順にならべると，

Phe < Leu < Ile < Glu < Cys < Ala < Met < Asp < Gln < Tyr，KYN 取り込みに対する IC50は，

Phe < Leu < Ile < Met < Tyr であった． 

 

アミノ酸による KYN 取り込みの阻害は KYNA 産生に寄与する 

 KYN 取り込みが KYNA 産生にどのように影響しているかを明らかにするために，組織切

片中 KYN 濃度を抑制した 5 つのアミノ酸について KYN 取り込みと KYNA 産生の相関を調

べた．5 つのアミノ酸による KYN 取り込み阻害率と KYNA 産生阻害率の間には有意に正の

相関が認められた（Leu: y = 1.04x – 5.6, r = 0.988; p < 0.0001, Ile: y = 0.904x + 5.9, r = 0.987; p 

< 0.0001, Phe: y = 1.03x – 7.0, r = 0.945; p < 0.001, Met: y = 1.25x – 28.0, r = 0.889; p < 0.01, Tyr: 

y = 0.921x – 7.7, r = 0.967; p < 0.0001）（Fig. 1-4）．5 つのアミノ酸をあわせたデータにおいて

も有意に正の相関が認められた（y = 0.981x – 1.1, r = 0.946; p < 0.0001）（Fig. 1-4f）．組織切

片中 KYN 濃度と KYNA 産生の直接的な関係を明らかにするために，0.4—2 µmol/L の KYN

を KRB に添加して培養し，KYNA 産生量と組織切片中 KYN 濃度を測定した．KYNA 産生

量と組織切片中 KYN 濃度は 2 µmol/L KYN を添加した Control の値を 100 としたときのパ

ーセントで表した．KYN 添加濃度依存的に KYNA 産生量と組織切片中 KYN 濃度は直線的

に増加した（Fig. 1-5a, b）．さらに，KYNA 産生と組織切片中 KYN 濃度との間には強い正の

相関が示された（y = 0.978x – 4.5, r = 0.985; p < 0.01）（Fig. 1-5c）．傾きの値から，5 つのアミ

ノ酸による阻害能と同様の相関関係を示すことが分かった．これらの結果から，5 つの中性

アミノ酸による KYNA 産生抑制作用は組織への KYN 取り込み阻害が寄与していることが

示された． 

 

 

 

 

（次ページのグラフ説明） 

Fig. 1-2 Dose-response test における KYNA 産生量  

（a）Leu，（b）Ile，（c）Phe，（d）Met，（e）Tyr，（f）Ala，（g）Asp，（h）Cys，（i）Gln，（j）Glu の添加に

よる大脳皮質組織切片の KYNA 産生．値は平均値±SE（n = 4-6），シグモイド曲線は GraphPad Prism 5.0 の

非線形回帰分析で作成した．  
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Fig.1-2（図の説明は前ページ） 
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Fig.1-3（図の説明は次ページ） 
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（前ページの図表説明） 

Fig. 1-3 Dose-response test における大脳皮質 KYN 濃度の結果 

（a）Leu，（b）Ile，（c）Phe，（d）Met，（e）Tyr，（f）Ala，（g）Asp，（h）Cys，（i）Gln，（j）Glu の添加に

よる組織切片中 KYN 濃度．値は平均値±SE（n = 4-6），シグモイド曲線は GraphPad Prism 5.0 の非線形回帰

分析で作成した． 

 

 

 

Table. 1 10 種のアミノ酸の KYNA 産生と KYN 取り込みに対する IC50  

Amino acids IC50 for KYNA production 

(μmol/L) 

IC50 for KYN uptake 

(μmol/L) 

Leucine 36.9 30.4 

Isoleucine 60.1 83.6 

Phenylalanine 22.5 10.4 

Methionine 184 98.6 

Tyrosine 970 159 

Cysteine 110 — 

Glutamate 94.9 — 

Alanine 146 — 

Aspartate 502 — 

Glutamine 647 — 

 

 

  



- 14 - 

 

 

 

 

  

Leu

0 50 100 150
0

50

100

150

KYN uptake (% control)

K
Y

N
A

 p
ro

d
u

c
ti

o
n

(%
 c

o
n

tr
o

l)

Pearson r = 0.988 Pearson r = 0.987 

Pearson r = 0.889 

Pearson r = 0.946 

y = 0.981x – 1.13 

y = 1.25x – 28.0 

y = 1.04x – 5.55 y = 0.904x + 5.88 

p < 0.0001 

Ile

0 50 100 150
0

50

100

150

KYN uptake (% control)

K
Y

N
A

 p
ro

d
u

c
ti

o
n

(%
 c

o
n

tr
o

l)

Phe

0 50 100 150
0

50

100

150

KYN uptake (% control)

K
Y

N
A

 p
ro

d
u

c
ti

o
n

(%
 c

o
n

tr
o

l)

Met

0 50 100 150
0

50

100

150

KYN uptake (% control)

K
Y

N
A

 p
ro

d
u

c
ti

o
n

(%
 c

o
n

tr
o

l)

Tyr

0 50 100 150
0

50

100

150

KYN uptake (% control)

K
Y

N
A

 p
ro

d
u

c
ti

o
n

(%
 c

o
n

tr
o

l)

      Large neutral amino acids

0 50 100 150
0

50

100

150

KYN uptake (% control)

K
Y

N
A

 p
ro

d
u

c
ti

o
n

(%
 c

o
n

tr
o

l)

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

Pearson r = 0.945 

y = 1.03x – 7.04 

Pearson r = 0.967 

y = 0.921x + 7.65 

Fig. 1-4 アミノ酸添加による KYNA 産生と KYN 取り込み阻害率の相関関係 

（a）Leu，（b）Ile，（c）Phe，（d）Tyr，（e）Met，（f）5 つの大型中性アミノ酸の合計．値は平均値±SE（n 

= 4-6），回帰直線は GraphPad Prism 5.0 の線形回帰分析で作成した． 
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Fig. 1-5（a）KYN 添加濃度と KYNA 産生の関係，（b）KYN 添加濃度と KYN 取り込みの関係， 

（c）KYN 取り込みと KYNA 産生の相関関係 

値は平均値±SE（n = 3），回帰直線は GraphPad Prism 5.0 の線形回帰分析で作成した． 
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1-4. 考察 

アミノ酸が KYN 取り込みや KYNA 合成を阻害し脳内 KYNA 産生を抑制する可能性を考

え，ラット大脳皮質を用いた in vitro 実験でタンパク質を構成するアミノ酸の中から KYNA

産生を抑制するものをスクリーニングした．19 種類のアミノ酸のうち，KYNA 産生を抑制

するアミノ酸が 10 種類該当した（Leu，Ile，Phe，Met，Tyr，Ala，Cys，Glu，Gln，Asp）．

また，それぞれの IC50はラットの生理的濃度の範囲であった [26]．10 種類のうち 5 つのア

ミノ酸（Leu，Ile，Phe，Met，Tyr）は組織切片中 KYN 濃度も抑制したことから，組織への

KYN 取り込みを阻害することで KYNA 産生を抑制したと考える．組織切片中 KYN 濃度に

影響しなかった 5 つのアミノ酸（Ala，Cys，Glu，Gln，Asp）は KYNA 合成を阻害して KYNA

産生を抑制したと考える． 

 

KYN は Na+非依存性中性アミノ酸トランスポーターである LAT を介して脳内に輸送され

る．LAT には LAT1 と LAT2 の 2 つのアイソフォームが存在し，LAT1 は分岐鎖アミノ酸や

芳香族アミノ酸を高親和に輸送し，LAT2 は広い基質選択性をもつ [31, 32]．KYN の LAT に

対する Km 値は~160 µmol/L であり，生理的なラット血中 KYN 濃度（2 µmol/L）の 80 倍高

い値である [19, 25]．LAT1 と LAT2 のどちらで KYN が輸送されるかは明らかになっていな

いが，今回の実験では KYN 取り込みは LAT1 の基質となるアミノ酸によって阻害されたこ

とから，脳における KYN 取り込みは LAT1 由来であることが示唆された．Leu，Ile，Phe，

Met，Tyr に対する LAT1 の Km 値は 15–30 µmol/L であり，KYN よりも親和性が高い [27]．

Gln や Asp は LAT1 の基質になるが親和性が低いため（Km = 1.5–2 mmol/L），組織切片中 KYN

濃度には影響をあたえなかったのだと考える．Val は Leu，Ile と同様に組織切片中 KYN 濃

度は抑制したが，KYNA 産生には影響しなかった．当研究室では分岐鎖アミノ酸添加食を

ラットに与える実験を過去におこなっているが（未発表データ），in vitro の結果同様に Val

は脳内 KYN 濃度を抑制するが，脳内 KYNA 産生には影響しなかった．また，細胞レベルで

は高親和に取り込まれる His は，今回の実験では組織切片中 KYN 濃度に影響を与えなかっ

た（Km = 12.7 µmol/L）．細胞における LAT の取り込みと実際の脳組織での取り込みは必ず

しも一致しないと推察される． 

 

哺乳類の脳においては 4 つの KAT が同定されている．KAT I（glutamine transaminase K, 

GTK; EC 2.6.1.64），KAT II（2-aminoadipate aminotransferase, ADA; EC 2.6.1.7），KAT III（cysteine 

conjugate β-lyase 2, CCBL2; EC4.4.1.13），KAT IV（mitochondrial aspartate aminotransferase, ASAT; 

EC 2.6.1.1）である．KAT III が脳内の KYNA 産生に関与するかは明らかになっていない．

ラットとヒト脳では KAT II が約 60 %を占めているため（KAT I は約 10 %，KAT IV は約

30 %），KYNA 合成においては KAT II が重要である [22]．今回の実験で Glu，Asp，Cys，

Gln，Ala は KYN 取り込みには影響せずに KYNA 産生を抑制したことから，KYNA 合成反

応を阻害したと考えられる．精製酵素や脳ホモジネートを用いた実験より，Glu と Asp は高

親和に KAT II（IC50はそれぞれ 2.1，1.2 mmol/L）と KAT IV（IC50はそれぞれ 0.9，0.3 mmol/L）
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を阻害し，Gln と Cys は KAT I と KAT III を阻害することが分かっている [22, 23, 33]．さら

に，Cys の代謝産物であるシステインスルフィン酸は KAT II 活性を阻害し，in vitro におい

てラット脳内 KYNA 産生を阻害することが分かっている [34]．LAT 1 の基質である Leu，

Met，Phe には KAT III 活性を阻害するという報告もあるが [23]，今回の実験では KYN 取り

込みの抑制が KYNA 産生の抑制に反映されたと考える． 

 

Leu，Ile，Phe，Met，Tyr，Ala，Asp，Cys，Glu，Gln のラット血中生理的濃度は，それぞ

れ約 150，90，60，50，70，400，10，10，700，80 μmol/L である [26]．3 μmol/L–3 mmol/L 

アミノ酸添加による Dose-response test の結果から，KYNA 産生抑制と KYN 取り込み抑制に

対する IC50 がどのアミノ酸も生理的濃度の範囲であった．よって，10 種のアミノ酸すべて

が生理的濃度の範囲で部分的に KYNA 産生を抑制することが示唆された．今回用いた実験

手法による結果は，血液脳関門の LAT による KYN 取り込みと完全に一致しないかもしれ

ないが，in vivo においても生理的濃度の血中アミノ酸が脳内 KYNA 産生に影響する可能性

が考えられる．また，該当したアミノ酸の血中濃度を上げることで脳内 KYNA 量を抑制す

ることが期待できる． 

 

矛盾するようだが，KYNA は極端に減らせばよいというわけではない．KMO 阻害剤によ

る KYNA の増加はアルツハイマーモデル動物のシナプスの減少を抑制する[35]．神経変性

疾患であるハンチントン病では KYNA/3-ヒドロキシキヌレニン (3-HK)＋キノリン酸 (QA)

比が低値を示し，その割合を増やすことで症状が改善する[36, 37, 38]．Kat2-/-マウスでは，

幼齢期で海馬の KYNA 濃度が低下し，自発運動量が亢進するハンチントン病様の表現型を

示すことも分かっている [39, 40]．逆に，統合失調症を代表とする KYNA/3-HK＋QA 比が

高値を示す状態では，KYNA/3-HK＋QA 比を低くすることでその症状は改善される．脳内

の KYNA と 3-HK や QA の割合が生理的濃度の範囲内で維持されていることで，神経や認

知機能は正常な状態に維持されていると考えられている．本研究で明らかにしたアミノ酸

は KYNA 産生を生理的濃度の範囲で部分的に制御する可能性があるため，KYNA 調節方法

として非常に有用な方法になり得ると考える． 
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2 章. 食品成分によるキヌレン酸産生制御 －大型中性アミノ酸トランスポーターの制御－ 

  

2-1. 序論 

 1 章にて KAT あるいは LAT の基質となるアミノ酸が in vitro において KYNA 産生を抑制

した．KAT 活性の調節による脳内 KYNA 産生の制御に関してはさまざまな報告があり，薬

剤の開発や，げっ歯類以外にサルなど霊長類をもちいた研究もおこなわれている [12, 41-43]．

一方 LAT の制御についての報告はなく，KYNA 産生制御の新たな方法であるといえる．そ

こで，2 章では LAT による KYNA 産生の制御について，さらに掘り下げて実験をおこなっ

た． 

本章では，LAT による脳内 KYN 取り込みと脳内 KYNA 産生との関係をより明確にする

ため，LAT 阻害剤である 2-アミノ 2-ノルボルナンカルボン酸（BCH; 2-aminobicyclo-(2,2,1)-

heptane-2-carboxylic acid; Fig. 2-1）を用いて，in vitro さらに in vivo における脳内 KYN 取り

込みと KYNA 産生の関係を明らかにした． 

 

 

 

                                   

2-2. 実験方法  

2-2-1. 試薬 

L-Kynurenine sulfate salt，KYNA，BCH は Sigma Chemical Co. (St. Louis，Mo，U.S.A) から

購入した． 

 

2-2-2. 実験動物 

in vitro 実験には第 1 章と同様に 7 - 10 週齢の Wistar 系雄ラット（日本クレア株式会社か

ら購入）を実験に用いた．in vivo 実験には 8 週齢の BALB/c 系雄マウス（日本クレア株式会

社から購入）を実験に用いた．実験動物用固形飼料 MF（オリエンタル酵母工業株式会社か

ら購入）を自由摂取，自由飲水，室温 22±2 ℃，湿度 60±10 %，人工照明（点灯午前 6 時，

消灯午後 6 時）環境下で馴化させた．  

  

2-2-3. in vitro による BCH 添加実験 

 ラット大脳皮質組織切片を用いた De novo KYNA 合成実験は第 1 章と同様の方法でおこな

った．BCH は緩衝液中の終濃度が 3 µmol/L-3 mmol/L になるように添加した． 

 

2-2-4. 脳内 KAT 活性測定 

 マウスから全脳を摘出し，直ちに 5 倍量の 0.5 mol/L リン酸緩衝液（pH 7.0）を加えてテ

フロンホモジナイザーにて均一化し，エンザイムソースとして用いた．マウス脳の KAT 活

性測定は Shibata らの方法に基づいておこなった [44]．200 µmol/L KYN，20 mmol/L HEPES

Fig. 2-1 

2-アミノ 2-ノルボルナンカルボン酸（BCH） 
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緩衝液（pH 7.5），188 µmol/L ピリドキサール 5 リン酸，6 mmol/L 2-オキソグルタルを混合

した反応液に 30-3000 µmol/L BCH とエンザイムソースを加え，37℃で 1 時間インキュベー

トした（全量 500 µL）．70％過塩素酸を 70 µL 添加し反応を停止させた．遠心分離 （12000

×g，10 分，4℃）し，得られた上清の KYNA 濃度を測定し，KAT 活性を算出した． 

 

2-2-5. KYN 経口投与による大脳皮質 KYN，KYNA の経時変化 

 マウスを 4-5 日間馴化させたのち 6 群に分け，すべての群に 100 mg/kg BW の KYN を経

口ゾンデにて強制経口投与した．0，0.5，1，2，3，6 時間後に 1 群ずつ屠殺し，直ちに大脳

皮質を摘出し，KYN，KYNA 濃度を測定した． 

 

2-2-6. in vivo における BCH の KYNA 産生 

 マウスを Vehicle 群（n＝10），KYN・Vehicle 群（n＝5），KYN・BCH 群の 3 群に分け（n

＝5），5 日間馴化させ，KYN・BCH 群には BCH (200 mg/ kg body weight BW)を尾静脈注射

し，即座に KYN（50 mg/ kg BW）を強制経口投与した．Vehicle 群には同様のスケジュール

で溶媒である生理食塩水（0.9% NaCl）を静脈注射，0.5 mol/L リン酸緩衝液(pH 7.4)を強制

経口投与し，KYN・Vehicle 群には生理食塩水を静脈注射，KYN 溶液を強制経口投与した．

強制経口投与 1 時間後に屠殺し，脳組織（大脳皮質，海馬，線条体），肝臓，骨格筋として

腓腹筋，血清を採取した．BCH 投与濃度は Kaira らの報告に基づいて決定した [45]． 

 

2-2-7. KYN，KYNA 測定 

脳組織は 10 倍量の水（線条体は 100 µmol/L EDTA-2Na 含 0.1 mol/L HCl）を加えソニケー

ター（Powersonic model 50; ヤマト科学）を用いて均一化した．肝臓と腓腹筋は 10 倍量の水

を加えポリトロンホモジナイザー（KINEMATICA，Switzerland）を用いて均一化した．血清

は，断頭し採取した血液を遠心分離（3500 × g，30 分，4℃）して得た．組織懸濁液と血清

は 6 % 過塩素酸で除タンパク，遠心分離（12000 × g，10 分，4℃）し，得られた上清を HPLC

で測定した．KYNA，KYN の測定は 1 章と同様の方法でおこなった．  

 

2-2-8. 統計解析 

数値はすべて平均値±SE で示した．シグモイド曲線は非線形回帰分析で作成した．KYNA

産生，KYN 取り込みに対する IC50（µmol/L）は GraphPad Prism 5.0（GraphPad Software, San 

Diego, CA, USA）の“log (inhibitor) vs. response”の式を用いて算出した． 

BCH添加濃度におけるKYNA産生とKYN取り込み阻害率は 2 µmol/L KYN添加のControl

値に対するパーセントで表し，線形回帰分析をおこない Pearson の相関係数を算出した． 

3 群以上の比較には One-way ANOVA の Tukey 法を用いて検定を行った．KYN，KYNA の

経時変化の結果の解析には Dunnet 法を用いた．p 値が 0.05 未満のとき，統計学的有意差が

あるものとみなした．すべての統計解析に GraphPad Prism 5.0 （GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA）を使用した． 
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2-3. 結果 

BCH は in vitro において濃度依存的に KYN 取り込み，KYNA 産生を阻害する 

LAT 阻害剤 BCH を終濃度 3 µmol/L-3 mmol/L になるよう添加し，in vitro での KYN 取り

込み量，KYNA 産生量を求めたところ，BCH 添加濃度依存的に KYNA 産生量，組織切片中

KYN 濃度が抑制された（Fig. 2-2a, b）．KYNA 産生量に対する IC50は 90.7 µmol/L，組織切片

中 KYN濃度に対する IC50は 97.4 µmol/Lであった．BCHによる KYN 取り込み阻害が KYNA

産生にどのように影響しているかを明らかにするために，KYN 取り込みと KYNA 産生の相

関を調べた．KYN 取り込み阻害率と KYNA 産生阻害率の間には正の相関が認められた（Fig. 

2-2c; y = 0.95x + 2.03, r = 0.997; p < 0.0001）．KYN 取り込みと KYNA 産生との間に得られた

回帰式の傾きより，BCH による KYN 取り込み阻害と KYNA 産生阻害の間には 1：1 の関係

が示された．よって，KYNA 産生は LAT を介した KYN 取り込みに依存していることが示

唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2 LAT 阻害剤 BCH が KYNA 産生と KYN 取り込みに与える影響 

（a）BCH 添加による大脳皮質組織切片の KYNA 産生の阻害曲線，（b）組織切片中 KYN 濃度の阻害曲線，

（c）BCH 添加による KYN 取り込みと KYNA 産生の相関関係，（d）BCH 添加による肝臓組織切片の KYNA

産生量．値は平均値±SE（n = 4-6），シグモイド曲線は非線形回帰分析，回帰直線は線形回帰分析で作成し

た．統計解析，グラフの作成には GraphPad Prism 5.0 を用いた． 
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KYN 経口投与による大脳皮質 KYN と KYNA の経時変化 

KYN の投与条件を決定するため，KYN 経口投与による大脳皮質 KYN，KYNA 濃度の経

時変化を明らかにした．KYN（100 mg/kg BW）を経口投与し，0，0.5，1，2，3，6 時間後

に屠殺した．大脳皮質の KYN 濃度は 0 時間と比較して投与後 0.5 時間と 1 時間に 50 倍，投

与後 2 時間に 20 倍高値を示し，投与後 0.5 時間がピークであった（Fig. 2-3a ; p < 0.0001）．

KYNA 濃度は 0.5 時間と 1 時間に 5-6 倍高値を示し，投与後 1 時間がピークであった（Fig. 

2-3b ; p < 0.0001）．KYN，KYNA 濃度ともに投与後 6 時間にはベースレベルに戻った．これ

らの結果から，in vivo BCH 投与実験では KYN 経口投与 1 時間後に屠殺することに決定し

た． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-3 KYN 経口投与による（a）大脳皮質 KYN 濃度，（b）大脳皮質 KYNA 濃度の経時変化 

KYN（100 mg/kg BW）経口投与後，0，0.5，1，2，3，6 時間後の KYN，KYNA 濃度をそれぞれ示した．

値は平均値±SE（n = 6-8/各時間），投与後 0 時間と比較した．*p < 0.05，検定には One way ANOVA の Dunnet

法を用いた． 

 

BCH は in vivo においてマウス脳内 KYNA，KYN 濃度を抑制する 

 脳内 KYNA 産生に対する BCH の影響を明らかにするために，BCH（200 mg/kg BW）を

静脈注射，KYN（50 mg/kg BW）を強制経口投与したマウスの脳組織中 KYN，KYNA 濃度

を測定した．KYN・Vehicle 投与群の大脳皮質 KYN 濃度は 7.46 ± 0.32 nmol/g tissue であり，

Vehicle投与群と比較して約17倍高値であった（Fig. 2-4a; 0.44 ± 0.09 nmol/g tissue; p < 0.0001）．

KYN・BCH 投与群では KYN・Vehicle 投与群の約 50%となり，有意に低値を示した（p < 

0.05）．同様の結果が線条体，海馬についても得られた（Fig. 2-4b, c）． 

KYN・Vehicle 投与群の大脳皮質 KYNA 濃度は 27.0 ± 3.9 pmol/g tissue であり，Vehicle 投

与群と比較して約 17 倍高値であった（Fig. 2-4d; 2.8 ± 0.5 pmol/g tissue; p < 0.05）．KYN・BCH

投与群の大脳皮質 KYN 濃度は 17.9 ± 2.8 pmol/g tissue であり，KYN・Vehicle 投与群の約 70%

の値を示した（p < 0.05）．同様の結果が線条体，海馬についても得られた（Fig. 2-4e, f）．BCH

単独の投与は脳内 KYN，KYNA 濃度に影響しなかった．これらの結果から，in vivo におけ

る LAT の阻害は，脳への KYN 取り込みを抑制することで KYNA 産生の増加を抑制するこ

とが示唆された． 
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Fig. 2-4 LAT 阻害剤 BCH 投与による脳組織中 KYN，KYNA 濃度 

（a）大脳皮質 KYN 濃度，（b）線条体 KYN 濃度，（c）海馬 KYN 濃度，（d）大脳皮質 KYNA 濃度，（e）線

条体 KYNA 濃度，（f）海馬 KYNA 濃度．マウスには Vehicle，BCH（200 mg/kg BW，i.v.），KYN（50 mg/kg 

BW，p.o.）のそれぞれか，KYN と BCH の両方を投与した．値は平均値±SE（n =5-10），*p < 0.05 vs Vehicle

群，#p < 0.05 vs KYN 投与群，検定には One way ANOVA の Tukey 法を用いた．  
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in vivo BCH 投与による末梢 KYN，KYNA 濃度 

 BCH が末梢への KYN 取り込み，KYNA 産生にあたえる影響を明らかにするために，腓

腹筋，肝臓，血清中 KYN，KYNA 濃度を測定した．腓腹筋 KYN，KYNA 濃度は，KYN・

Vehicle 投与群で Vehicle 投与群の 13 倍高値を示した（Fig. 2-5a, d; p < 0.05）．肝臓 KYN，

KYNA 濃度は KYN・Vehicle 投与群で Vehicle 投与群の約 2.8 倍高値を示したが，腓腹筋と

比べると両群間の差は少なかった（Fig.2-5b, e; p < 0.05）．腓腹筋では脳組織と同様に，KYN・

BCH 投与群で KYN・Vehicle 投与群と比べて有意に低値を示したが（Fig. 2-5a, d; p < 0.05），

肝臓では KYN・Vehicle 投与群と KYN・BCH 投与群の間に有意差はなかった（Fig. 2-5b, e; 

p < 0.05）．血清では，KYN・BCH 投与群で KYN，KYNA 濃度が高値を示した（Fig. 2-5c, f; 

p < 0.05）．すべてにおいて，脳組織と同様に BCH 単独の投与は骨格筋，肝臓および血清の

KYN，KYNA 濃度に影響しなかった． 
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Fig. 2-5 LAT 阻害剤 BCH 投与による末梢 KYN，KYNA 濃度 

（a）骨格筋 KYN 濃度，（b）肝臓 KYN 濃度，（c）血清中 KYN 濃度，（d）骨格筋 KYNA 濃度，（e）肝臓

KYNA 濃度，（f）血清中 KYNA 濃度．値は平均値±SE（n =5-10），*p < 0.05 vs Vehicle 群， 

#p < 0.05 vs KYN 投与群，検定には One way ANOVA の Tukey 法を用いた． 
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2-4. 考察 

本章では，LAT による脳内 KYN 取り込みと脳内 KYNA 産生との関係をより明確にする

ため，LAT 阻害剤である BCH を用いて，in vitro さらに in vivo における脳内 KYN 取り込み

と KYNA 産生の関係を明らかにした．in vitro 実験では，BCH 添加によって濃度依存的に

KYNA 産生と KYN 取り込みが抑制された．in vivo 実験では，KYN 投与による脳内 KYN・

KYNA 産生の上昇が BCH 投与によって抑制された．これらの結果から，BCH を用いた LAT

の阻害は脳への KYN 取り込みを抑制し，それに伴って KYNA 産生を抑制することが示唆

された．本研究は，脳内KYNA産生における LAT制御の重要性を示す初めての報告である． 

 

 1 章でも述べた通り，LAT は細胞膜に存在する Na+非依存性中性アミノ酸トランスポータ

ーであり，LAT1 と LAT2 の 2 つのアイソフォームがある．12 回膜貫通型の LAT と 1 回膜

貫通型の 4F2hc がジスルフィド結合したヘテロ 2 量体がアミノ酸輸送体として機能する 

[46]．LAT1 は bulky な側鎖をもった大型中性アミノ酸（分岐鎖や芳香族）を高親和に輸送

し，LAT2 は基質選択性が広く，小型の中性アミノ酸（Ala や Ser など）も基質とする [47, 

48]．LAT は個々の細胞に栄養としてのアミノ酸を供給する目的のほか，特に LAT1 は脳毛

細血管や胎盤の合飽体栄養細胞に存在し，血液脳関門や胎盤関門における大型中性アミノ

酸の透過を担っている [49]．LAT1 は癌細胞に過剰発現し，その栄養供給に用いられている

という報告から，癌治療のターゲットとして多く研究されている．今回用いた BCH は 1960

年代にアミノ酸トランスポーター研究のために合成された人工アミノ酸であり [50] ，LAT

の阻害剤として主に腫瘍細胞株を用いた研究において広く使用されている [51, 52]．BCH は

LAT1 と LAT2 両方の基質となり [53]，げっ歯類に投与しても代謝されずに尿中にそのまま

排出される [50, 55]．1 章の結果より，KYN は LAT1 で主に輸送されると考えられる．LAT1

の特異的な阻害剤は甲状腺ホルモンであるトリヨードチロニンやがん治療薬であるメルフ

ァランなどがあるが，生体への影響を考慮し，今回はマウスへの生体投与の例もある BCH

を用いた [45]．細胞から KYN を排出するトランスポーターとその制御については不明で

ある．細胞から Trp を排出するトランスポーターとしては TAT1 があり，腎臓と骨格筋に

高発現している．KYN も TAT1 を介して排泄されている可能性が考えられる．今回得られ

た結果から，BCH は in vitro，さらに in vivo において脳内の KYN 取り込みを阻害するとい

うことが明確に示された．KYN 経口投与によるマウスの脳内 KYN，KYNA 濃度は 0.5 - 1 時

間後にピークに達した．このことから，経口投与した KYN はマウスの脳内に直ちに取り込

まれ，KYNA に代謝されることが示された．in vitro 実験において，BCH による KYN 取り

込みと KYNA 産生の阻害率は 1 対 1 の正の相関を示し（Fig. 2-2c），1 章の KYNA 産生は

KYN 取り込みに依存するという結果（Fig. 1-5c）と一致する．また，データは掲載していな

いが，BCHは脳のKAT活性には全く影響しなかった．これらのことから，BCH によるKYNA

産生の抑制は，KAT 活性ではなく，KYN 取り込みにのみ依存することが明らかになった． 
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 Agudelo らの報告より，骨格筋の KYN 代謝が変化することによって血中の KYN が変化

し，脳内の KYN 代謝の変動やそれに伴う鬱症状を引き起こすということが明らかになった 

[55]，よって本研究では末梢の KYN，KYNA 産生も測定し，末梢組織との関連も明らかに

した．骨格筋では脳組織と同様に KYN 投与による KYN，KYNA 濃度の増加が BCH 投与で

抑制されたが，肝臓では BCH の投与は KYN，KYNA 濃度に影響せず，肝臓の組織切片を

用いた in vitro 実験においても BCH は KYNA 産生に作用しなかった．LAT1 は脳，血液脳関

門，脾臓，胎盤，卵巣，精巣，癌細胞に，LAT2 は小腸，腎臓，脳，骨格筋，胎盤，卵巣，

精巣に発現しており，肝臓にはどちらの LAT も発現していない [47, 48]．今回得られた骨格

筋と肝臓の結果は LAT の局在と一致するものであった．肝臓において LAT が発現していな

いことは，KYN 投与による KYN，KYNA 濃度の増加も他の組織と比べて少なかったことに

も影響していると考えられる．KYN は Na+依存性と非依存性のどちらの状態においても輸

送されることが分かっている．LAT は Na+非依存性であるため，何らかの Na+依存性の KYN

トランスポーターが肝臓に存在し，高濃度の KYN が存在する場合にわずかに肝臓に KYN

を取り込むのではないかと推測する．また，血清では KYN のみを投与した群よりも，KYN・

BCH 群で KYN，KYNA 濃度が高値を示した．BCH の投与によって，LAT が発現している

組織への KYN 取り込みが抑制されたことで，取り込まれなかった KYN が血中に余ったの

ではないかと考える．肝臓と非肝臓組織は異なる Trp 代謝経路をもつ．肝臓では，Trp はア

セチル CoA や NAD に合成に使われる [56]．ナイアシン欠乏ラットを用いた実験では，外

因性の KYN はナイアシン合成には利用されないという報告がある [57]．また，TDO ノッ

クアウトマウスを用いた報告では，血中の KYN は肝臓ではなく非肝臓組織由来であるとい

うことが示唆されている [58]．これらの報告から，通常は血中の KYN は肝臓にほとんど取

り込まれず，利用もされず，肝臓で Trp から代謝された KYN がそのまま血中に放出される

ことはないと考える．逆に非肝臓組織には Trp から NAD を合成する経路は存在せず，KYN

は血中から取り込まれ，放出もされうる [57]．本研究では，組織への KYN 取り込みと KYNA

合成という観点においても肝臓と非肝臓組織では異なる特徴をもつということを明らかに

した． 

 

 1 章でも述べた通り，薬理的な KYNA 産生制御に関する報告は数多くあり，ほとんどが

KAT 活性の調節に着目したものである [59-62]．本研究は in vivo で LAT を制御することに

よって KYNA 産生を抑制させた初めての報告である．また，KYNA の前駆体としてだけで

はなく，KYN は脳内の炎症性サイトカインを惹起させる作用があり，鬱症状との関連が報

告されている [55, 63, 64]．LAT の制御による KYN 調節は，鬱症状の改善にも寄与しうると

考えられる．LAT1 はがん研究の分野において盛んに研究がされており，がん治療の目的で

すでに LAT1 特異的阻害薬が開発され，臨床研究がなされている [65-67]．本研究の結果は，

LAT1 治療薬の精神疾患治療への新たな作用を示すものだと期待できる． 
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食餌由来の大型中性アミノ酸が LAT を介して神経伝達物質を調節することがいくつか報

告されている．例えば，Trp の割合が多い α -ラクトアルブミンの摂取はラットの脳内 Trp 量

やセロトニン合成ならびに放出を増加させる [68, 69]．分岐鎖アミノ酸摂取によって脳内の

チロシン取り込み，ドーパミン合成が低下する [70]．序論でも示したが，高 Trp 食摂取によ

ってラット脳内 KYNA 産生が末梢 KYN の増加に伴って上昇し，KYNA 産生上昇を介した

ドーパミン放出が抑制されるという報告や [16]，高脂肪・低タンパク・低炭水化物食である

ケトン食を長期間摂取することで，ラット脳内 KYNA 濃度が上昇するという報告がある 

[17]．1 章および 2 章の結果より，食事によるアミノ酸の摂取が脳内 KYNA 産生を調節しう

ると考えられる． 

 

 2 章では LAT による脳内 KYN 取り込みと脳内 KYNA 産生との関係をより明確にするた

め，LAT 阻害剤である BCH が in vitro と in vivo における脳内 KYN 取り込みと KYNA 産生

におよぼす影響をあきらかにした．結果，脳内 KYNA 産生制御における LAT 制御の重要性

が示された．LAT の基質となるアミノ酸の摂取が，ドーパミンやグルタミン酸などの神経

伝達物質放出を調節することが期待できる．KYNA は統合失調症やアルツハイマー，KYN

はストレス性のうつ症状など，さまざまな精神疾患と関連している．LAT に着目した KYN

と KYNA の調節は，あらゆる精神疾患に立ち向かえる可能性を秘めていると考えられる． 
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3 章．キヌレン酸産生変動因子の解明 —急性肝炎が脳内キヌレン酸産生におよぼす影響－ 

 

3-1. 序論 

1 章，2 章では脳内 KYNA 産生を制御する栄養成分を探索し，アミノ酸，特に LAT の基

質となる大型中性アミノ酸の有用性を明らかにした．本章ではもう一つの課題である脳内

KYNA 産生変動因子の解明を目的とする．1，2 章の成果は，キヌレン酸産生が誘発する高

次脳機能低下はアミノ酸によって調節できることを示している．しかし，この作業仮説を証

明するためには，キヌレン酸産生亢進が生じる因子を明らかにし，その作用部位と作用機序

を解明する必要がある． 

先述したとおり，骨格筋の KYN 代謝が変化することによって血中の KYN が変化し，脳

内の KYN 代謝の変動やそれに伴う鬱症状を引き起こすという報告がある [55]．先行研究よ

り，高 Trp 食摂取によって脳内 KYNA 産生が増加し，ドーパミン放出が低下する[16]．ま

た，2 章で示した通り BCH の投与は骨格筋や血清など末梢の KYN にも影響を与えていた．

これらのことから，末梢の Trp 代謝の変化が脳内 KYN，KYNA に影響することが考えられ

る．末梢の主要な Trp 代謝臓器は肝臓であり，肝臓において Trp は KYN 経路を経て NAD

に合成される．KYN 経路の律速酵素はトリプトファン 2, 3 デオキシゲナーゼ（TDO）であ

る．肝炎によって KYN 経路の代謝が変動することがいくつか報告されている．オロチン酸

誘発性脂肪肝ではラットの肝臓中 TDO 活性が低下する [71]．D-ガラクトサミンや四塩化炭

素誘発性の肝炎ではラットの尿中 Trp 代謝産物排泄量が変動する [72, 73]．これらの報告か

ら，本章では末梢トリプトファン代謝異常を示す疾患として急性肝炎に着目し，脳内キヌレ

ン酸産生への影響を明らかにすることを目的とした．急性肝炎を誘発する薬剤としてよく

用いられている肝毒素であるチオアセトアミド（TAA; Fig. 3-1）を投与し，脳や末梢の KYN，

KYNA 産生を明らかにした． 

 

 

Fig. 3-1 

チオアセトアミド（TAA） 

           

 

3-2. 実験方法 

3-2-1. 試薬 

 L-Kynurenine sulfate salt，KYNA は Sigma Chemical Co.（St. Louis，Mo，U.S.A）から購

入した．TAA は和光純薬工業株式会社（Osaka，Japan）から購入した．GPT/ALT-PIII，GOT/AST-

PIII のフジドライケムスライドは富士フイルム株式会社（Tokyo，Japan）から購入し，それ

ぞれアラニンアミノトランスフェラーゼ (ALT)，アスパラギン酸アミノトランスフェラー

ゼ（AST）活性の測定に用いた． 
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3-2-2. TAA 投与急性肝炎モデル 

 Wistar 系雄ラット（230-260g）を日本クレア株式会社（Tokyo, Japan）から購入し，実験

に用いた．実験動物用固形飼料 MF（Oriental Yeast Co., Tokyo, Japan）を自由摂取，自由飲水

させ，室温 22±2 ℃，湿度 60±10 %，明暗サイクルは 12 時間（明期 6 時～18 時）で飼育し

た． 

 急性肝炎モデルは TAA（200 mg/kg, n＝6）を 1 日 1 回，3 日間腹腔投与し作成した [74]．

Vehicle 群には生理食塩水を同様に投与した（n＝7）．最終投与から 24 時間後に屠殺し，脳

組織（大脳皮質，海馬，線条体）と肝臓を摘出し測定に用いた．血清は，断頭し採取した血

液を遠心分離（3500 × g，30 分，4℃）して得た．血清 ALT，AST の値はフジドライケム 3500V

（富士フイルム株式会社）を用いて測定した．組織の処理，KYNA と KYN の測定は 2 章と

同様におこなった． 

 

3-2-3. 肝臓中 TDO 活性測定 

肝臓の一部を 5 倍量の 0.5 mol/L リン酸緩衝液（pH 7.0）を加えてテフロンホモジナイザ

ーにて均一化し，エンザイムソースとして用いた．TDO 活性の測定は Fukuwatari らの方法

に基づいておこなった [75]．0.5 mol/L リン酸緩衝液（pH 7.0），0.5 mol/L Trp を含んだ反応

液にエンザイムソースを添加し（全量 1500 µL），37℃，60 分間インキュベートした．70％

過塩素酸を 60 µL 添加し反応を停止させた．遠心分離（12000 × g，10 分，4℃）し，得られ

た上清の KYN 濃度を測定し，TDO 活性を算出した． 

 

3-2-4. 統計解析 

数値はすべて平均値±SE で示した．GraphPad Prism 5.0（GraphPad Software, La Jolla, CA, 

USA）による Unpaird t-test を統計解析に使用した．p 値が 0.05 未満のとき，統計学的有意

差があるものとみなした．  

 

3-3. 結果 

急性肝炎が脳内 KYNA，KYN 濃度におよぼす影響 

 TAA 投与により，血清 ALT と AST の値はそれぞれ 482 ± 69U/L，124 ± 12 U/L であり，

Vehicle 投与の約 2 倍，4 倍の値であった（Table. 3-1）． 

 TAA 誘発急性肝炎が脳内 KYNA 産生におよぼす影響を明らかにするために， TAA（200 

mg/kg BW）を投与したラットの脳内 KYNA，KYN 濃度を測定した．TAA 投与群の大脳皮

質 KYNA 濃度は 16.7 ± 4.0 pmol/g tissue であり，Vehicle 投与群の約 2 倍高値であった（Fig. 

3-2a; 7.3 ± 1.0 pmol/g tissue, p < 0.05）．同様の結果が線条体と海馬においても得られた（Fig. 

3-2b, c）．大脳皮質 KYN 濃度は，TAA 投与群で 1.00 ± 0.10 nmol/g tissue であり，Vehicle 投

与群の約 1.6 倍であった（Fig. 3-3a; 1.00 ± 0.10 nmol/g tissue, p < 0.05）．同様の結果が線条体

と海馬においても得られた（Fig. 3-3b, c）． 
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Table. 3-1 TAA 誘発性急性肝炎ラットにおける血清トランスアミナーゼ活性 

  Vehicle TAA 

AST (U/L) 200 ± 7.17 482 ± 69.2*** 

ALT (U/L) 31 ± 0.92 124 ± 11.5*** 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2 TAA 誘発性急性肝炎における（a）大脳皮質，（b）線条体，（c）海馬の KYNA 濃度 

ラットには Vehicle または TAA（200 mg/kg BW, i.p.）を投与した．値は平均値±SE（n =6-7），*p < 0.05，

**p < 0.01 vs Vehicle 投与群，検定には unpaired t-test を用いた． 

 

 

 

  

値は平均値±SE（n =6-7），***p < 0.001 vs Vehicle 投与群，検定には unpaired t-test を用いた． 
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Fig. 3-3 TAA 誘発性急性肝炎における（a）大脳皮質，（b）線条体，（c）海馬の KYN 濃度 

ラットには Vehicle または TAA（200 mg/kg BW, i.p.）を投与した．値は平均値±SE（n =6-7），*p < 0.05，

***p < 0.005 vs Vehicle 投与群，検定には unpaired t-test を用いた． 

 

 

急性肝炎が末梢 KYNA，KYN 濃度におよぼす影響 

 血清中 KYN 濃度は，TAA 投与群で 20.5 ± 3.0 nmol/mL であり，Vehicle 投与群の約 2 倍高

値であった（Fig. 3-4a; 9.4 ± 1.7 nmol/mL, p < 0.001）．同様に，肝臓中 KYN 濃度は，TAA 投

与群で 1.11 ± 0.16 nmol/g tissue であり，Vehicle 投与群の約 3 倍高値であった（Fig. 3-4b; 0.40 

± 0.03 nmol/g tissue, p < 0.001）．血清，肝臓中 KYNA 濃度はどちらも TAA 投与による影響は

受けなかった．（Fig. 3-4c, d）． 

 TAA 投与群の肝臓 TDO 活性は 0.63 ± 0.09 µmol/hr/g tissue であり，Vehicle 投与群の約 60%

の値であった（Table. 3-2; 1.06 ± 0.11 µmol/hr/g tissue, p < 0.05）．  
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Fig. 3-4 TAA 誘発性急性肝炎における（a）血清，（b）肝臓中の KYN 濃度，（c）血清， 

（d）肝臓中の KYNA 濃度 

ラットには Vehicle または TAA（200 mg/kg BW，i.p.）を投与した．値は平均値±SE（n =6-7），**p < 0.01 vs 

Vehicle 投与群，検定には unpaired t-test を用いた． 

 

 

Table. 3-2 TAA 誘発性急性肝炎ラットにおける肝臓 TDO 活性 

    Vehicle TAA 

Liver TDO (µmol/hr/g) 1.06 ± 0.11 0.63 ± 0.09* 
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値は平均値±SE（n =6-7），*p < 0.05 vs Vehicle 投与群，検定には unpaired t-test を用いた． 
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3-4. 考察 

 TAA は肝臓でシトクローム P450 やフラビン含有モノオキシゲナーゼによって求電子代

謝物である TAA S-Oxide に代謝される．これが小葉中心領域（中心静脈に接した部分）に架

橋形成壊死やリンパ球浸潤を引き起こし，肝細胞壊死を惹起する [76]．いわゆる薬物性肝

障害を誘発する．本研究では，TAA 誘発性の急性肝炎が脳内の KYNA 産生と末梢の Trp 代

謝におよぼす影響を明らかにすることを目的とした．TAA 投与により，ラットの脳内 KYNA

産生は増加し，脳内および血中の KYN も同様に増加した（Fig. 3-2, 3）．1 章と 2 章より，

脳内の KYNA 産生は LAT による KYN 取り込みに依存することが分かっている．よって，

急性肝炎は血中 KYN の上昇を誘発し，それに伴って，脳内への KYN 取り込みと KYNA 産

生を増加させることが示唆された．TAA 誘発性肝炎モデルでは，脳内の KATII 発現が増加

し KYNA 産生が上昇するという報告がある [77, 78]．本研究において脳内と血中の KYN が

上昇することが示されたことから，急性肝炎による KYNA 濃度の上昇には，KATII の変化

だけでなく，末梢の Trp-KYN 代謝の変化も寄与していると示唆される． 

 

 TDO は KYN 経路の律速酵素であり，主に肝臓に存在する．TDO のアイソザイムである

インドールアミン 2, 3 ジオキシゲナーゼ（IDO）は肺，小腸，脳などの非肝臓組織や，マク

ロファージ，樹状細胞に存在する [79]．TDO を欠損させた TDO ノックアウトマウスでは，

肝臓での Trp 代謝がおこなわれないかわりに，非肝臓組織の IDO 由来の KYN によって血漿

中の KYN 濃度が高値を示すことが報告されている [80]．急性肝炎により TDO 活性が低下

し，血清の KYN 量が高値を示した．この結果は，TDO ノックアウトマウスの報告と一致し

ている．肝臓の KYN 量も血清の結果と一致して高値であった．IDO は IFN-γ や TNF-α など

の炎症性サイトカインによって誘導されることでも知られている．LPS の投与による炎症

は IDO を誘導し，血中や脳の KYN を上昇させる [81]．TAA 誘発性急性肝炎においても IL-

1β や TNF-α が増加するため [82]，本研究における脳と血中 KYN の上昇はそれら炎症性サ

イトカインによる IDO 誘導が関与している可能性も考えられる．IDO の誘導による Trp の

枯渇ならびに KYN の増加は，T 細胞の増殖抑制やアポトーシスをもたらすことで免疫抑制

に働いている．IDO はヒトでは非自己と接する胎盤，肺，小腸，大腸に発現しており，胎児

に対する免疫寛容や病原菌に対する過剰な免疫反応を抑制するなど，重要な役割を担って

いると考えられている[83]．この免疫システムへの関与がそれらの組織において KYN 経路

が存在する生理的意義と推測されている． 

 

 肝炎と関連する精神疾患としては肝性脳症が有名である．本研究では検証はしていない

が，今回用いた TAA の投与方法によって，昏迷や高アンモニア血症，脳内アンモニアの高

値といった肝性脳症様の兆候が生じることが報告されている [84]．また，他の肝性脳症モ

デルではドーパミン神経伝達が阻害され，それに伴ってうつや不安症状，学習や運動機能障

害が生じることが報告されている [85, 86]．序論で述べたように，KYNA の増加は脳内ドー

パミン放出を抑制することから，TAA 投与モデルにおける KYNA 産生の増加がドーパミン
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神経伝達に関与している可能性が考えられる．また，肝性脳症の初期には，うつや統合失調

症様の症状が表れる [88, 89, 90]．先述のとおり KYNA は統合失調症や認知機能障害，KYN

はうつ様症状を誘発する[4, 5, 6, 91, 92]．これらのことから，急性肝炎による KYNA 産生の

増加は，肝性脳症の発症や初期症状に寄与している可能性が示唆される．KYNA 産生の増

加はグルタミン酸放出を抑制する作用があるが，TAA 誘発肝性脳症モデルでは細胞外液中

グルタミン酸濃度が増加する [78]．他の報告でも，急性肝炎による肝性脳症では，グルタミ

ン酸の再取り込み阻害や放出増加によってグルタミン酸神経伝達が増大することが示され

ている [93, 94]．このモデルでは KYN 投与によってさらに KYNA 濃度を高めることでグル

タミン酸濃度上昇が抑制された．TAA 誘発肝性脳症によって生じるグルタミン酸神経伝達

増大は同時に生じる程度の KYNA 増加量では影響されず，さらに極端に KYNA を増やすこ

とで，KYNA の7nAChR を介した放出抑制作用が機能すると推測する． 

 

KYN は KYNA 以外にも kynureninase によってアンスラニル酸，kynurenine 3-monooxygenase

によって 3-HK に代謝される．3-HK への代謝が肝臓での NAD 合成における主経路である．

Kynurenine 3-mono oxygenase の SNP をもったヒトの脳脊髄液中 KYNA 濃度が高いという報

告があり，統合失調症患者にもこの SNP を持つ人が存在する[18, 95, 96]．統合失調症発症と

SNP の有無との関係についてなど不明な点もあるが，脳内 KYNA 亢進と精神疾患が実際に

ヒトでも起こりうることを示す重要なエビデンスである．現時点で肝機能と精神疾患の関

わりを言及する報告は乏しいが，肝機能低下が精神疾患や高次脳機能低下を誘発する新し

い因子となるかもしれない． 

 

 本章では，TAA 誘発性急性肝炎が血清 KYN 濃度上昇を介して脳内 KYN，KYNA 濃度を

上昇させることを明らかにした．血中 KYN 濃度は，末梢の Trp 代謝変動の影響をうけるこ

とが示唆された．肝炎以外にも腎不全において末梢 Trp 代謝が変動することが報告されてい

る[97]．具体的には，腎不全では肝臓の TDO活性が高くなることで血中や脳脊髄液中のKYN

濃度が上昇することが分かっている．グルカゴンは TDO 活性を上昇させる作用が分かって

おり，腎臓で主に代謝されるグルカゴンの血中濃度が腎不全によって上昇したことが原因

であるとされている．このように，様々な組織における代謝変化が末梢の KYN 代謝に影響

していることから，脳内 KYNA 産生変動は，全身のあらゆる代謝変化が複雑に作用するこ

とで生じていると推測される．栄養学的アプローチを用いて脳内 KYNA 産生を変動させ，

高次脳機能低下や精神疾患を予防／改善することが期待できると考えられる． 
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結論 

 

本学位請求論文は，末梢代謝に着目し脳内 KYNA 産生を変動させる因子と食品成分を解

明することを目的として研究をおこなった．KYNA 産生を抑制する食品成分としてアミノ

酸に着目しスクリーニングした結果，タンパク質を構成するアミノ酸のうち 10 種のアミノ

酸がキヌレン酸産生抑制作用を示した．そのうちの 5 種が LAT の基質であり，これまで

KYNA 研究で着目されていない制御方法であったことから，LAT 阻害剤を用い脳内 KYN 取

り込みと KYNA 産生との関係を明らかにした．この成果は，キヌレン酸産生が誘発する高

次脳機能低下はアミノ酸によって調節できることを示している． 

また，KYNA 産生が変動する因子として肝疾患に着目し，TAA 誘発性急性肝炎では末梢

KYN 代謝が変動し，脳内 KYN，KYNA 濃度が上昇することを明らかにした．肝機能低下が

KYNA 産生を増加させる因子の 1 つであるということ，さらには，脳内 KYNA の変動を考

える場合，全身の Trp 代謝に着眼し統合的に理解することが必要であることを見出した． 

本研究は，アミノ酸摂取や末梢代謝といった基礎栄養学的な視点から精神疾患を予防／

改善するための基礎研究と位置付けられる．アミノ酸スクリーニングの発展として，本研究

室ではアミノ酸添加食摂取による KYNA 産生について実験をおこなっており，スクリーニ

ングで該当したアミノ酸が in vivo においても KYNA 産生を抑制することが概ね明らかにな

っている．今後さらに KYNA 産生抑制作用を示すアミノ酸どうしの相互作用や KYNA 抑制

に適した組成などに発展させることで，精神疾患に対する機能性食品の開発や創薬に繋げ

ることができる．また，本研究で明らかにした急性肝炎の結果を皮切りに，末梢における

KYNA 代謝の臓器相関と，脳内 KYNA や脳機能への寄与を網羅的に解明することで，精神

疾患の予防，早期発見，治療に応用できると考える．本研究は，栄養学的アプローチによる

精神疾患予防を実現する一助となるだろう． 
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