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研究成果の概要（和文）：キヌレニンはストレス曝露により末梢で産生され、脳でうつ症状を引き起こす。運動
は骨格筋でのKAT発現を高め、末梢でのキヌレニン分解を促進してストレス性のうつ症状を抑制すると報告され
た。そこで本研究では「不活動により骨格筋機能が衰えるとキヌレニン分解能が低下し、脳へのキヌレニン流入
を亢進させ、うつ症状を悪化させる」という仮説を検証した。その結果、骨格筋のKAT発現量が低下しても、う
つ症状への影響が少なく、筋萎縮モデルマウス(FOXO1Tgマウス)の骨格筋ではKATの発現量に変化は認められず、
FOXO1Tgマウスにキヌレニンを投与しても、海馬のうつ関連遺伝子の発現量に悪影響は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Kynurenine is produced peripherally by stress exposure and causes depression
 symptoms in the brain. It was reported that exercise increases KAT expression in skeletal muscle, 
promotes degradation of kynurenine in the periphery and suppresses stress induced-depression. 
Therefore, in this study, we examined the hypothesis that "if the skeletal muscle function declines 
due to inactivity, the degradation of kynurenine is decreased, kynurenine influx into the brain is 
accelerated, and depressive symptoms worsen". As a result, even if the expression level of KAT of 
skeletal muscle was decreased, there was little effect on depressive symptoms. Any change in 
expression level of KAT was not observed in skeletal muscle of muscle atrophy model mouse (FOXO 1 Tg
 mouse). Injection of kynurenine into FOXO 1 Tg mouse caused no adverse effect on the expression 
level of hippocampal depression related genes.

研究分野：栄養化学

キーワード： 加齢　老化　筋萎縮　認知機能　うつ　ストレス
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１．研究開始当初の背景 
骨格筋機能の衰えは不活動や筋萎縮、ひい

ては寝たきりの原因となる。寝たきり状態は

認知症発症と進行にもつながると言われて

おり、骨格筋機能を維持することは、超高齢

化社会における重要な課題のひとつと言え

る。また、ストレスの多い現代社会において、

うつ病も大きな問題となっているが、うつ状

態の悪化は摂食障害（低栄養）や不活動を引

き起こすため、骨格筋を萎縮させる原因とな

っている。さらに、ストレスはグルココルチ

コイドの分泌を亢進するため、筋萎縮を促進

させることもわかっている。 
一方、運動トレーニングが、骨格筋での転

写調節因子 PGC-1αの発現量を増加させ、生
理活性物質“Irisin”（遺伝子名：FNDC5）の産
生・分泌を促進することが報告されている

（Nature 2012）。この Irisinは、脳内の神経
成長因子産生を増加する働きがあることも

報告されている（Cell Metab 2013）。さらに
骨格筋での PGC-1αの発現増加が、うつ原因
物質“キヌレニン”を分解する酵素の発現を促
進し、慢性的なストレスによるうつ病発症を

抑制することが報告された（Cell 2014）。運
動トレーニングが、認知機能やうつ症状を改

善することは従来から言われてきたが、その

理由は生理学的に説明されるものではなか

った。しかし、これまで述べたいくつかの報

告を考え合わせると、運動トレーニングによ

る PGC-1αを介した骨格筋機能の改善が、認
知機能やうつ症状の改善につながるのでは

ないかとの仮説が立つ。 
申請者らは PGC-1αが筋持久力を向上する
こと（申請者研究成果 J Biol Chem 2003, Am J 
Pathol 2006, PLoS ONE 2011 & 2012, J Lipid 
Res 2015）、不活動や絶食などにより骨格筋で
発現量が増加する転写因子 FOXO1が筋萎縮
を引き起こすことをこれまでに明らかにし

た（申請者研究成果 FEBS Lett 2003, J Biol 
Chem 2004）。また、PGC-1αが骨格筋におい
て Irisinおよびキヌレニン分解酵素の発現量
を増加させるのに対し、FOXO1は骨格筋に
おけるこれら発現量を低下させることを見

出している。 
以上のことから、不活動、ストレス、低栄

養状態下で起こる、FOXO1を介した骨格筋
機能低下が、認知症発症やうつ症状悪化に何

らかの形で関与しているという仮説に至っ

た。 
 
２．研究の目的 

FOXO1による骨格筋機能の低下が、認知
症発症やうつ症状悪化に寄与するか否かを

明らかにする。また、FOXO1の発現量や活
性を抑制する化合物を探索し、骨格筋の

FOXO1機能の調節がこれら疾病を予防でき
るのか否かを検証する。そのために、筋萎縮

モデル動物の認知機能やストレス耐性の変

化とその作用機序を明らかにする。さらに、

FOXO1の働きを調節する化合物をデータベ
ース上の情報、および既存の化合物ライブラ

リーから探索し、その有効性を検証する。 
 
３．研究の方法 
すべての動物実験は、静岡県立大学動物実

験委員会の承認 (第 165124)を得て実施した。 
（１）除神経処置 
 C57BL/6Jマウスをイソフルラン麻酔下で、
左足の大腿四頭筋付近の皮膚を切開し、座骨

神経を 5 mm程度切除し縫合した 
(Denervation, Den群)。同様に切開と縫合のみ
行ったマウスを Sham群とした。コントロー
ル群のマウスは処置を行わなかった (Cont
群)。処置から 2週間後にスクロース水嗜好性
試験、3週間後に骨格筋の摘出、4週間後に
キヌレニン投与と海馬の摘出を行った。 
（２）FOXO1Tgマウス 
 骨格筋特異的 FOXO1過剰発現マウス
（FOXO1Tgマウス）の作製方法は既報 (J 
Biol Chem 2004）の通りであり、human 
α-skeletal actin promoterを用いて、FOXO1を
骨格筋に発現させた。実験には、この過剰発

現マウスと C57BL/6Jマウスをかけ合わせる
ことにより得られた雄の仔を用いた。 
（３）キヌレニン投与 
キヌレニン硫酸塩 (Sigma-Aldrich)を、2 

mg/kg体重 (pH 8.1-9.0)となるように調製し、
マウス腹腔内に投与した。対照には生理食塩

水を同量投与した。投与から 3時間後に海馬
の摘出を行った。 
（４）スクロース水嗜好性試験 
 マウスを 16時間絶食・絶水させた後に、
キヌレニン硫酸塩または生理食塩水を腹腔

内投与し、その 2時間後に 1%スクロース水
を 1時間自由摂水させた。 
（５）RNA抽出・リアルタイム PCR 



 採取した腓腹筋または海馬より、RNAiso 
Plus (Takara) を用いて RNA を抽出した。
PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser 
(Perfect Real Time) (Takara) を用いて gDNA 
除去と逆転写反応を行い、cDNA を作製した。
この cDNA サンプルに、プライマーと SYBR 
Premix Ex Taq II (Takara) を加え、リアルタイ
ム PCR 反応を行った。 
（６）血中キヌレニン濃度の測定 
 血漿 10 μLに氷冷メタノール 50 μLを添加
し、-30°Cで 30分間静置した。遠心分離後、
上清 50 μLを遠心エバポレーターで乾固させ
た。これを水:メタノール (50:50, v/v)で再溶
解させた。これを、TSQ Quantum™ Access 
MAXに Accela HPLC (Thermo Fisher 
Scientific)を接続した LC/MSシステムに供し
た。分析には、Discovery® HS F5-3カラム 
(Sigma-Aldrich)を用い、移動相 Aは 0.1%ギ酸
水溶液、移動相 Bはメタノールとした。キヌ
レニンは、positive modeの selected reaction 
monitoring法により測定した (m/z 209.0 > 
146.0)。 
（７）ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
レポーターには、Gal4-DBDタンパク質が
結合する UAS (Upstream Activator Sequence)
が 9回繰り返される 9×UAS配列の下流に、
ホタル由来のルシフェラーゼ (FF-Luc)遺伝
子が結合したプラスミド (pGL4.35, Promega)
を用いた。FOXO1発現プラスミド 
(pM-FOXO1)は、京都府立大学亀井康富教授
より分与して頂いた。内部標準には、PGKプ
ロモーターの下流に深海エビ由来のルシフ

ェラーゼ (Nano-Luc)が結合したプラスミド 
(pNL1.1.PGK, Promega)を用いた。 

HEK293T細胞を 96 wellプレートに播種し、
レポータープラスミド、FOXO1発現プラス
ミド、内部標準プラスミドを、

Lipofectamine®3000 Transfection kitを用いて
トランスフェクションした。トランスフェク

ションした細胞を 24時間培養後、培地に溶
解した被験化合物を添加し、さらに 24時間
培養後、Nano-Glo® Dual-Luciferase® Reporter 
Assay Systemを用いて FF-Lucと Nano-Lucの
発光量を測定した。FF-Luc/Nano-Lucを算出
し、これを FOXO1活性とした。 
（８）統計解析 
統計処理ソフト JMP (JMP 5.1.2; SAS, Cary, 

NC, USA)を用い、一元もしくは多元配置分散

分析を行った。多元配置分散分析で有意差が

認められた場合は、Studentの t 検定によって、
群間比較を行った。P<0.05 を有意差ありとし、
データはMean±SEで表示した。 
 
４．研究成果 
（１）除神経処置による骨格筋 KAT発現とう
つ症状への影響 
除神経処置をしたマウスの骨格筋におい

て、キヌレニン分解酵素である KATの発現量
が変化するかを検討した。骨格筋で発現する

3種類の KAT (KAT1, KAT3, KAT4)は、除神経
処置により有意に発現低下した。KAT群の遺
伝子発現を促進させる転写共役因子である

PGC-1αも、除神経処置により発現低下した。
FOXO1の発現は、除神経処置による影響を
受けなかった(図 1A)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、除神経処置マウスにキヌレニンを腹

腔内投与し、不活動がストレス性のうつ症状

を悪化させるか否かを検証した。本研究では、

スクロース水嗜好性試験を行い、マウスが好

むスクロース水の飲水量からうつ症状を評

価した。図 1Bに示したとおり、キヌレニン 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
投与前、投与後ともに、群間でスクロース水

の飲水量に差は認められなかった。慢性的な

軽度ストレス曝露や末梢からのキヌレニン

投与は、海馬において神経活性マーカー 
(ARC, GluA2, CamKII)の発現低下、炎症マー
カー (MCP-1, TNA-α, IL-1β)の発現増加を誘



導することが報告されている (Cell 2014)。と
ころが本研究の結果では、キヌレニン投与に

よる発現への影響は、いずれの遺伝子に関し

ても既報と一致しなかった。除神経処置も、

これら遺伝子の発現を悪化方向に変動させ

なかった(図 1C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）骨格筋への FOXO1過剰発現による骨
格筋 KAT発現とうつ症状への影響 

FOXO1Tgマウスにおいて KATの遺伝子発
現量を測定した結果、3種類の KATすべてに
おいて、WTと Tgの間に差は認められなかっ
た (図 2A)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
海馬のうつ関連遺伝子発現量はいずれも、

WTとTgの間に違いは認められなかった (図
2B)。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）キヌレニン血中濃度の経時的推移 
末梢へのキヌレニン投与が血中キヌレニ

ン濃度に反映されているかを確認するため、

キヌレニン投与後の血中キヌレニン濃度を

経時的に測定した (図 3)。キヌレニンの血中
濃度は、投与後 0.5時間でピークに達した。
その後、経時的に推移し 1.5時間後には定常
レベルまで低下した。この結果より、今回実

施したキヌレニン投与は、血中キヌレニン濃

度を上昇させることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）FOXO1活性評価系の構築 
FOXO1活性を抑制する化合物の探索を目的
とし、簡便な FOXO1評価系を構築した。本
評価系が FOXO1活性を調節する既知化合物
に応答するかを検証した。インスリンは、

IGF-1/Insulinシグナルを介して Aktをリン酸
化する。FOXO1は、Aktによるリン酸化を受
けると核外へ排出され、分解される。
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図1C 除神経処置による⾻格筋キヌレニン分解遺伝⾻の発現と
う つ症状への影響
The expression of synaptic and proinflammatory genes in 
hippocampus from control (Cont), sham and denervated (Den) 
mice with or without kynurenine (KYN) administration. . Values 
are means± SE. *, p < 0.05.
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図2B ⾻格筋へのFOXO1過剰発現によるキヌレニン分解遺伝⾻の
発現とう つ症状への影響
The expression of synaptic and proinflammatory genes in 
hippocampus from wild-type (WT) and FOXO1Tg mice with or 
without kynurenine (KYN) administration. Values are means ± SE 
(n = 2 - 3). *, p < 0.05.



AS1708727 (AS17)は、レポーターアッセイに
より FOXO1活性を阻害することが見出され
た化合物である (Eur J Pharmacol 2010)。本評
価系において、インスリンと AS17は、どち
らも FOXO1活性を有意に低下させたことか
ら (図 4)、評価系の妥当性が示された。本評
価系は操作が簡便であり、多検体の評価を一

斉に行うことができる。今後、本評価系を用

いて多検体のスクリーニングを行うことに

より、FOXO1活性を抑制する化合物を見出
すことができるかもしれない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）総括 
 本研究では「不活動により骨格筋機能が衰

えるとキヌレニン分解能が低下し、脳へのキ

ヌレニン流入を亢進させ、うつ症状を悪化さ

せる」という仮説を設定した。この仮説のも

と、不活動モデルマウスを用いて、KATの発
現変化を指標とした骨格筋のキヌレニン分

解能と、スクロース水嗜好性試験および海馬

のうつ関連遺伝子の発現変化を指標とした

うつ症状の評価を行った。さらに、不活動に

よる筋萎縮に中心的な役割を果たす転写因

子 FOXO1に着目し、FOXO1の働きを抑制す
る可能性のある化合物の探索を目指したス

クリーニング系の構築を試みた。 
不活動モデルの一つとして除神経処置マ

ウスを用いた。除神経処置マウスでは骨格筋

の KAT発現量は減少し、骨格筋のキヌレニン
分解能が低下していることが示唆された。キ

ヌレニンは、末梢においてストレス条件下で

産生され血中を循環する。また、末梢からの

キヌレニン投与はうつ症状を誘発すること

が報告されている (Cell 2014)。そこで、不活
動にストレス負荷によるキヌレニン産生亢

進が加わった状況を模倣するため、除神経処

置マウスにキヌレニンを投与した。しかし、

これらマウスにおいて、海馬のうつ関連遺伝

子発現量に悪影響は認められなかった。スク

ロース水嗜好性試験においても、群間で飲水

量に差は認められなかった。これらの結果か

ら、除神経処置により骨格筋のキヌレニン分

解能が低下しても、うつ症状に影響する可能

性は小さいと考えられた。 
骨格筋において FOXO1は、不活動により
発現増加し筋萎縮を引き起こす。FOXO1Tg
マウスの骨格筋では KATの発現量に変化は
なかったことから、骨格筋のキヌレニン分解

能に FOXO1は影響を及ぼさないことが示唆
された。また、FOXO1Tgマウスにキヌレニ
ンを投与しても、海馬のうつ関連遺伝子の発

現量に悪影響は認められず、骨格筋の FOXO1
は、うつ症状の悪化にも関与しないことが示

唆された。 
末梢へのキヌレニン投与は、海馬の神経活

性マーカーの発現低下および炎症マーカー

の発現増加を引き起こすことが報告されて

いる(Cell 2014)。本研究では、この報告に従
ってマウスにキヌレニンを投与したが、無処

置のコントロール群マウスにおいてさえ、こ

れら遺伝子の発現変動は既報に一致しなか

った。同条件でマウスにキヌレニンを投与し

血中キヌレニン濃度の推移を調べたところ、

キヌレニン濃度は投与後 0.5時間でピークに
達し、1.5時間後には定常レベルまで低下し
ていた。本研究では、投与 2時間後にスクロ
ース水嗜好性試験、3時間後に採血と海馬の
摘出を行ったが、どちらもうつ症状を評価す

るタイミングとして適切ではなかったこと

が推察される。また、キヌレニンとうつ症状

との関係についての報告は複数あるが、一貫

していない。Vargaらは、キヌレニン投与に
より神経活性マーカーである c-Fosレベルが
低下すると報告している (Front Behav 
Neurosci 2015)。一方、神経変性モデルに対し
てキヌレニンが神経保護作用を示すという

報告もある (Eur J Pharmacol 2007, Nuerobiol 
Dis 2008)。すなわち、キヌレニンはうつ症状
を誘発する、うつの原因物質の一つであると

いう前提自体が不安定である可能性がある。

しかしながら、本研究の行動実験には、対象

数が少ない、バッテリーテストを実施してい

ない等の問題点がある。今後、これらの点を

考慮した更なる検討を進めたい。 
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