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研究成果の概要（和文）：　本研究は、ニワトリにおける、糖化反応によるトリプトファンの新規代謝経路につ
いて明らかにするとともに、糖化反応の制御によりニワトリの生産性を向上させる可能性を検討することを目的
とした。トリプトファンの新規代謝経路に関係するメチルグリオキサールの測定系を確立した。また、トリプト
ファンの新規代謝産物の候補として想定された化合物の化学合成を行った。しかし、それら候補化合物をニワト
リ生体内で検出するには至らなかった。一方、糖化反応を阻害する糖尿病治療薬のメトホルミンをニワトリに与
えると、生体内での糖化が抑制され、浅胸筋重量が増加した。今後、糖化と筋重量の増加の関係性を詳細に検討
する必要性が示された。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study is to find novel tryptophan metabolites derived by 
glycation in chickens and investigating the possibility of improving the productivity of chickens by
 regulating glycation. A measurement method of methylglyoxal, which is related to a novel metabolic 
pathway of tryptophan, was established. In addition, the candidates for novel metabolites of 
tryptophan were synthesized. However, these candidates were not detected in the plasma of chickens. 
On the other hand, when chickens were fed the experimental diet with metformin, a therapeutic drug 
for type II diabetes known by inhibiting glycation, the concentration of a glycated compound in the 
plasma was reduced and the weight of breast muscle (M. pectoralis major) increased. These results 
indicate the necessity of further elucidation about the novel amino acid metabolic pathway by 
glycation and the inhibiting glycation might promote meat production in chickens.

研究分野： 家畜飼養学

キーワード： アミノ酸　糖化反応　トリプトファン　ニワトリ　非酵素的化学反応　メトホルミン　メチルグリオキ
サール　リサイクル分取

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、家畜の生産性を向上させるには育種改良や飼養条件の改善を試みていたが、これらは既に相当の成果が得
られているため、現在これらの手法で劇的に飼料効率を改善することは難しいと思われる。また、これまでの栄
養学は個々の栄養素の機能に着目していたが、生体内でどのような形で利用されているのかはほとんど考えられ
ていない。本研究では、ニワトリが高血糖動物であるがゆえにアミノ酸の利用率が低下している点に着目し、非
酵素的なアミノ酸代謝経路を把握し、制御することで生産性の向上を目指した。本研究はこれまでとは異なる視
点から、家禽の生産性を向上させる可能性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 必須アミノ酸の 1 つであるトリプトファンは⽣体を構成するタンパク質の基質となる。また、
トリプトファンおよびその代謝産物は、摂⾷⾏動および情動⾏動を調節するなど様々な⽣理機
能を有していることが明らかにされている。トリプトファンは多くのアミノ酸同様、酵素により
代謝分解されており、その約 95％はキヌレニン経路によって、残りはセロトニン経路によって
代謝されることが⼀般的に知られている(Biochem. Biophys. Res. Commun. 338: 12‒19. 2005)。
しかし、アミノ酸は⾮酵素的な化学反応によっても代謝されることが明らかにされている。例え
ばトリプトファンとグルコースの⾮酵素的反応によってアマドリ化合物と PHP-THβC が⽣産
される。ただし、これまでのトリプトファンの代謝研究は酵素代謝経路のみが着⽬されており、
⾮酵素的な代謝産物についてはほとんど注⽬されてこなかった。 

⾮酵素的化学反応の代表例は、グルコースのカルボニル基とアミノ酸由来のアミノ基が結合
する糖化反応である。しかし、タンパク質を構成するアミノ酸の糖化反応に着⽬した研究は数少
ない。特に、⽣体内での糖化アミノ酸の測定系が存在しないことが⼤きな課題となり、研究の進
展を妨げていた。このような⾮酵素的化学反応は従来の栄養学では考慮されておらず、アミノ酸
の⾮酵素的代謝経路を明らかにすることが望まれていた。我々は過去にニワトリヒナを⽤いて、
⾎漿中の糖化トリプトファンの検出・測定を試み、⾼速液体クロマトグラフ質量分析法（LC/MS）
を⽤いた測定系の確⽴に成功した。この測定系の確⽴により、ニワトリ⾎漿中トリプトファンの
およそ 10％程度がグルコースにより糖化していることを明らかにした。 

しかしながら、⾮酵素的なアミノ酸代謝の全容はいまだ解明されていない。グルコースの解糖
系の副産物として知られるメチルグリオキサールがトリプトファンのアミノ基と結合しうるこ
とが⽰されており、（Bioorg. Med. Chem. 16: 4551‒4562. 2008）。ニワトリは⾎中のグルコース
濃度が⾼いことから、メチルグリオキサールの濃度も⾼いことが予測された。さらに、メチルグ
リオキサールはグルコースよりも 20,000倍⾼い反応性を有するため（Ann. N. Y. Acad. Sci. 1043: 
111‒117. 2005）、トリプトファンの糖化を急速に進⾏する可能性を有する。しかしながら、ニワ
トリ⾎中のメチルグリオキサール濃度を測定した報告は⾒当たらず、ましてメチルグリオキサ
ールによる⾮酵素的トリプトファン代謝産物の濃度も明らかにはされていなかった。 
 
２．研究の⽬的 
 本研究は糖化反応によるトリプトファンの⾮酵素的代謝経路について明らかにするとともに、
糖化反応の制御によりニワトリの⽣産性を向上させうる可能性を検討することを⽬的とした。
具体的には、以下 3点について調査した。 
1). ニワトリ⽣体内に存在するメチルグリオキサールの測定 
2). ニワトリ⽣体内に存在する⾮酵素的トリプトファン代謝産物の測定 
3). ⾮酵素的糖化反応の阻害によるニワトリ成⻑成績の向上 
 
３．研究の⽅法 
(1). メチルグリオキサールの分析系確⽴ 

トリプトファンの新規代謝産物の前駆体となるメチルグリオキサールの測定系を確⽴すべく、
誘導体化による分析法の⾎漿サンプルにタンパク質変性剤を加え、遠⼼分離してタンパク質を
沈殿させた。この上清に o-フェニレンジアミンまたはジメチルフェニレンジアミンを添加し，
メチルグリオキサールを誘導体化した。その後、C18 の固相抽出カラムで精製した後に，液体ク
ロマトグラフ三連四重極質量分析装置（LC-MS/MS）で定量した。 
 
(2)-①. ⾮酵素的トリプトファン代謝産物候補の合成 

トリプトファンとメチルグリオキサールが結合した化合物を得るために、既報の条件を参考
に化学合成を実施した（Bioorg. Med. Chem. 19: 1674‒1682. 2011; J. Asian. Nat. Prod. Res. 17: 
299‒305. 2015）。具体的には、酸触媒下でトリプトファンとメチルグリオキサールを混和し、加
熱還流を⾏った後、分取リサイクル HPLCシステムと C18 カラムを⽤いて精製した。また、ト
リプトファンのカルボキシ基を予めメチルエステル化によって保護した化合物をメチルグリオ
キサールと反応させた。最後に強塩基条件下で脱保護し、HPLC で精製した。精製した化合物は
LC-MS/MS と核磁気共鳴装置（NMR）を⽤いて同定した。 
 
(2)-②. ニワトリ⾎漿中の⾮酵素的トリプトファン代謝産物候補の分析系確⽴ 

(2)-①で合成した⾮酵素的トリプトファン代謝産物候補がニワトリ⽣体内に存在することを
確認すべく、酸、有機溶媒または固相抽出カラムを⽤いて⾎漿サンプルから不純物を除去した。
その後、LC-MS/MS を⽤いて⾮酵素的トリプトファン代謝産物候補の検出を試みた。 
 
(3). ⾮酵素的糖化反応の阻害がニワトリの⽣産性とアミノ酸濃度に与える影響の解明 

⾼⾎糖動物であるニワトリのグルコースまたはメチルグリオキサールによる⾮酵素的糖化反
応が⽣産性を低下させうるのではないかと考え、糖化反応の阻害作⽤を持つ糖尿病治療薬であ
るメトホルミンを添加した飼料をニワトリに給与した。具体的には、1週齢のレイヤーまたはブ
ロイラーオスを 6 ⽻ずつ 3群に分けた。飼養標準（NRC, 1994）を満たすよう配合した飼料を対
照群とし、メトホルミン塩酸塩を 150 または 300 mg/kgとなるように添加した飼料をそれぞれ



ニワトリに給与した。飼養試験は 2週間⾏い、1週間に 1 度、体重および摂⾷量を測定した。試
験期間終了時に、⼼臓から採⾎を⾏い、浅胸筋の重量を測定した。得られた⾎液は遠⼼分離によ
って⾎漿を回収し、分析に供するまで-80℃で保存した。 

⾎漿中のグルコース濃度は市販の分析キット（グルコース CII-テストワコー）を⽤いて定量し
た。また、⾎漿中遊離アミノ酸およびNε-(Carboxymethyl)lysine（CML; 糖化の指標）濃度を
LC-MS/MS を⽤いて定量した。 
 
 
４．研究成果 
(1). メチルグリオキサールの分析系確⽴ 
メチルグリオキサールの測定系を確⽴すべく、誘導体化による分析法を確⽴した。誘導体化の

試薬として、o-フェニレンジアミンおよびジメチルフェニレンジアミンの 2種類を検討した。そ
の結果、ジメチルフェニレンジアミンによる誘導体化の⽅が、良好な結果が得られることを明ら
かにした。 
 
(2)-①. ⾮酵素的トリプトファン代謝産物候補の合成 

⾮酵素的トリプトファン代謝産物候補として、トリプトファンとメチルグリオキサールが結
合した化合物を得た。その中でも収率が⽐較的良好であった化合物を同定したところ、1-acetyl-
3-carboxylic-β-carboline、1-Acetyl-β-carboline および 1-(9H-β-carbolin-1-yl)-ethanolを得た。
事前にトリプトファンのカルボキシ基をメチルエステル化で保護することで、1-acetyl-3-
carboxylic-β-carboline を⾼収率で得ることが可能となった。⼀⽅、カルボキシ基を保護せずに
メチルグリオキサールとトリプトファンを反応させると、1-Acetyl-β-carboline および 1-(9H-
β-carbolin-1-yl)-ethanolを得ることができた。 
 
(2)-②. ニワトリ⾎漿中の⾮酵素的トリプトファン代謝産物候補の分析系確⽴ 

(2)-①で合成した 1-acetyl-3-carboxylic-β-carboline、1-Acetyl-β-carboline および 1-(9H-β-
carbolin-1-yl)-ethanol がニワトリ⽣体内に存在することを確認することを⽬的として、⾎漿中
でこれらの化合物の定量を試みた。⾎漿の前処理として、酸、有機溶媒または固相抽出カラムを
⽤いて⾎漿サンプルから不純物を除去した。その後、LC-MS/MS を⽤いて⾮酵素的トリプトフ
ァン代謝産物候補の検出を試みたが、シグナルノイズ⽐（S/N）の値が低く、信頼性のある測定
系を確⽴するには⾄らなかった。検出感度の向上が今後の課題であり、⾎漿サンプルの濃縮また
は誘導体化法等によって達成できると考えている。 
 
(3). ⾮酵素的糖化反応の阻害がニワトリの⽣産性とアミノ酸濃度に与える影響の解明 
メトホルミンの飼料添加はレイヤーおよびブロイラーのどちらにおいても、増体量、摂⾷量お 

よび飼料効率に影響を与えなかった。メトホルミンを 150 mg/kg 添加した飼料を摂取したレイ
ヤーおよびブロイラーでは浅胸筋重量が増加した。メトホルミン添加飼料の給与は、レイヤーに
おいて⾎漿中分岐鎖アミノ酸を増加させ、CML 濃度を低下させた。⼀⽅で、 ⾎漿中グルコー
ス濃度はレイヤーおよびブロイラーのどちらでも影響を受けなかった。以上の結果から、糖化阻
害の働きを有するメトホルミンを飼料に添加することで、糖化の抑制をもたらすとともに、⾎漿
中のアミノ酸濃度を増加させ、浅胸筋重量を増加させる可能性が⽰唆された。今後はトリプトフ
ァンを含む⾮酵素的アミノ酸経路とニワトリの⽣産性の関係についてさらなる研究の必要性が
⽰された。 
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