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研究成果の概要（和文）：これまでミトコンドリアのみに局在すると考えられていた分岐鎖アミノ酸(BCAA)の代
謝律速酵素BCKDHが、心筋ではミトコンドリア外にも高発現し、さらに核酸の代謝律速酵素AMPD3によってその活
性が制御されているというBCAA代謝の新しい制御機構を見出した。さらに、糖尿病心筋ではBCKDHとAMPD3の発現
不均衡が生じており、糖尿病心筋のエネルギー代謝障害に寄与している可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We discovered that BCKDH, a rate-limiting enzyme in branched-chain amino 
acid metabolism, localizes not only to mitochondria but also outside mitochondria in cardiomyocytes 
and that AMPD3, a rate-limiting enzyme in the purine nucleotide cycle, regulates its activity. 
Furthermore, we found that the imbalanced expression of BCKDH and AMPD3 occurs in diabetic 
myocardium, which may contribute to impaired energy metabolism in diabetic hearts.

研究分野：心不全
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心不全の病態形成において、BCAA代謝不全の関与が近年示唆されているが、その分子機序は明らかでない。本研
究で見出した心筋細胞におけるBCAA代謝の新たな制御機構は、BCAA代謝を標的とした心不全の新規治療法の開発
に寄与する可能性がある。高齢化社会を背景に心不全は増加の一途をたどり、治療法の限られた予後不良な疾患
である。心不全の発症や重症化を予防する治療法の開発を目指した研究は、社会的意義も大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、分岐鎖アミノ酸(BCAA)代謝障害がインスリン抵抗性や心不全など心代謝疾患の発症に
関与していることが明らかとなってきた(Science 2019;363:582)。不全心筋では BCAA 代謝関連
酵素の発現が低下し、遺伝的 BCAA 代謝障害マウスでは心不全が誘導される(Circulation 
2016;133:2038)。興味深いことに、心不全治療薬として確立した SGLT2 阻害薬は、全身のアミノ
酸代謝を活性化している(Circulation 2017;136:969)。これらの結果は、BCAA 代謝が心不全の
新たな治療ターゲットとなる可能性を示唆する。一方で、心筋エネルギー基質としての BCAA の
寄与度は数%と低く、BCAA 代謝障害が心不全を惹起するメカニズムについては不明な点が多い。
申請者らは糖尿病心筋において、核酸代謝律速酵素 AMPD deaminase 3(AMPD3)の過剰発現がアデ
ニンヌクレオチドの分解を介して心筋エネルギー代謝障害をきたすことを報告してきた(J Mol 
Cell Cardiol 2015;80:136, J Mol Cell Cardiol 2018;119:138)。AMPD3 は骨格筋において、筋
萎縮誘導時に発現が顕著に亢進することや(FASEB J 2004;18:39)、アミノ酸・脂肪酸代謝に寄与
していることが最近明らかとなった(Nat Med 2017;23:223)。 
 
２．研究の目的 
 
申請者らのこれまでの研究成績より、心筋細胞における BCAA 代謝と核酸代謝との連関に着目
し、その制御異常の心不全進展への寄与を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 BCAA 代謝異常を合併する心不全モデルとして肥満 2 型糖尿病ラット OLETF および、正常対照
ラット LETO を用いた。プロテオミクス解析にて、AMPD3 と結合する BCAA 代謝関連分子を同定
し、その発現変化や AMPD3 との結合を細胞分画別にウエスタンブロットにて評価した。同定され
た変化が細胞エネルギー代謝へおよぼす影響を、新生ラット初代心筋細胞(NRCM)および不死化
細胞株において遺伝的機能喪失および機能獲得によって再現し、in vitro にて評価した。さら
に、新規心不全治療薬として近年確立した SGLT2 阻害薬が心筋アミノ酸代謝を修飾している可
能性について、OLETF において心筋メタボローム解析を行い評価した。心不全症例におけるアミ
ノ酸代謝障害の臨床意義を、血漿アミノ酸プロファイルの予後予測能により評価した。 
 
４．研究成果 
 
結果１: 糖尿病心では小胞体における AMPD3-BCKDH 結合不均衡がみられる 
OLETFでは心筋BCAAが蓄積してお
り(図 1A)、その代謝律速酵素である
BCKDH の活性は有意に低下していた
(図 1B)。 
我々は先行研究で、AMPD3 が BCKDH
構成タンパクと結合していることを
プロテオミクス解析にて同定してい
た。これまで BCKDH はミトコンドリ
アマトリックスにのみ局在するとさ
れていたが、細胞分画実験にて心筋
では小胞体(ER)にも高発現し、AMPD3
と共局在していることを見出した
(図 1C)。実際に ER 分画での免疫沈
降にて、AMPD3 と BCKDH-E1αサブユ
ニットの結合が確認された。糖尿病
心では、AMPD3 の発現が亢進してい
る一方、E1αサブユニットの発現は
低下しており、AMPD3-BCKDH 結合は
80%低下していた(図 1D)。 
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結果 2: 心筋細胞において AMPD3 と BCKDH は相互制御の関係にある 
次に、AMPD3 と BCKDH の相互作用関係を検討した。NRCM において、AMPD3 のノックダウンによ
って BCKDH 活性が有意に亢進したことから(図 2A)、AMPD3 は BCKDH 活性を負に制御していると
考えられた。また、NRCM(図 2B)および H9c2 細胞(図 2C)において BCKDH-E1αサブユニットをノ
ックダウンしたところ、AMPD3 の発現上昇がみられた。以上より、心筋細胞において、AMPD3 と
BCKDH は相互制御の関係にあることがわかった。NCRM(図 2D)および H9c2 細胞(図 2E)において、
AMPD3 は BCKDH-E1αおよび E2 サブユニットと結合していた。H9c2 細胞における E1αのノック
ダウンにより、OLETF 心筋で観察された AMPD3-BCKDH 結合の不均衡が再現された(図 2E)。以上の
結果より、糖尿病心筋では BCKDH-E1αの発現低下により AMPD3 の発現が上昇し、BCKDH 活性のさ
らなる低下に寄与している可能性が示唆された。 
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結果 3: BCAA 代謝は心筋細胞の脂肪酸およびグルコース代謝を制御する 

次に、心筋細胞における BCAA 代謝の役割を、脂肪酸・グルコース代謝との関連に着目して検
討した。NRCM において BCKDH-E1αをノックダウンし、オレイン酸負荷時の脂肪滴生合成を蛍光
染色にて評価した。コントロールでは濃度依存性に脂肪滴の合成亢進を認めたが、E1α ノック
ダウン細胞ではベースラインから脂肪滴が観察される一方で、オレイン酸負荷による脂肪滴増
加反応は消失していた(図 3A)。さらに、脂肪酸酸化能を、細胞外フラックスアナライザーにて
評価した。コントロール細胞ではパルミチン酸の添加によって有意な酸素消費量の増加がみら
れたが、E1αノックダウン細胞では脂肪酸酸化が抑制されていた(図 3B)。さらに、E1αノック
ダウン細胞ではインスリンによるグルコース代謝の促進反応が消失していた(図 3C)。以上より、
BCAA 代謝は心筋細胞の脂肪酸貯蔵・酸化およびグルコース代謝の制御に寄与していることが示
唆された。 
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結果 4: SGLT2 阻害薬は心筋 BCAA 代謝を
活性化する 
SGLT2 阻害薬が心筋代謝に及ぼす効果
を、エンパグリフロジンを投与した
OLETF および、vehicle を投与した LETO、
OLETF の 3 群で心筋メタボローム解析を
行い検討した。主成分分析にて 3 群は明
瞭に分離され、因子負荷量のプロットで
はエンパグリフロジンによって増加する
代謝物の上位がアミノ酸であり、BCAA 増
加の寄与度が最も高いことがわかった
(図 4)。さらに、尿素サイクルの活性化を
示唆する代謝物も上昇していることか
ら、SGLT2 阻害薬によって心筋アミノ酸
代謝が活性化することが示唆された。 
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臨床研究: 血中アミノ酸プロファイルは心不全患者のリスク層別化に有用である 
入院患者 301 人で血漿アミノ酸プロファイリングを行い、心不全入院・致死性不整脈もしくは
総死亡で定義した予後との関連を検討した。測定した 29 のアミノ酸の中から PLS-DA による多
変量解析にて、筋分解マーカーである 3-methylhistidine(3-Me-His)の上昇と BCAA バリンの低
下がイベント発症と関連することを同定した(図 5A)。これらのアミノ酸プロファイルは既知の
因子と独立して予後を予測し、両者の組み合わせによってリスクの層別化が可能であった(図
5B)。53 人の validation コホートでも同様の結果が確認された。 

                                      図 5 
 
【今後の展望】 
BCAA 代謝が心筋細胞の主要なエネルギー基質である脂肪酸およびグルコースの代謝制御に寄
与していること、BCAA の代謝律速酵素 BCKDH の活性制御に核酸代謝酵素 AMPD3 が関与している
ことを見出した。糖尿病性心筋症では AMPD3-BCKDH 結合の不均衡が生じ、エネルギー基質の代謝
障害およびアデニンヌクレオチド分解亢進によってエネルギー代謝障害をきたすことが示唆さ
れた。SGLT2 阻害薬による心筋代謝の変化より、アミノ酸代謝の活性化が糖尿病性心筋症の治療
標的となる可能性が示唆された。臨床研究では、心不全症例において血中 BCAA バリンの低下が
独立した予後規定因子であることを見出した。これらの結果は、BCAA 代謝が心不全の新たな治
療標的となる可能性を示唆している。 
今後は、AMPD3 を介した心筋代謝の制御が心不全発症にどのように関与しているかについて、
AMPD3 ノックアウトマウスを用いて解析を行う予定である。 
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