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研究成果の概要（和文）：分岐鎖アミノ酸（branched-chain amino acid：BCAA）の代謝産物である分岐鎖αケ
ト酸（branched-chain α-ketoacid：BCKA）が、ミトコンドリアピルビン酸担体（mitochondrial pyruvate 
carrier：MPC、ピルビン酸輸送を介してミトコンドリア内外のエネルギー代謝をつなぐハブ分子）の阻害を介し
て、ピルビン酸の代謝を制御することを明らかにした。
また、BCKAによるMPC阻害が、肝細胞において特に強いことを明らかにした。このことは、肝細胞がBCKA量を感
知することで、BCAA代謝のセンサーとなっていることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Firstly, we found that the accumulation of BCKAs inhibits hepatic glucose 
production. Secondly, BCKAs inhibit mitochondrial pyruvate carrier (MPC) in hepatocytes and 
selectively suppresses pyruvate supported gluconeogenesis. Thirdly, BCATm expression in non-hepatic 
mitochondria prevents the accumulation of BCKAs and mitigates the inhibition of MPC.
Collectively, these results revealed a novel and significant role of BCAA metabolism in liver 
gluconeogenesis and pyruvate homeostasis.

研究分野：代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BCAAの摂取は、運動後の筋損傷や筋疲労からの回復を促進し、マウスでは寿命延長効果も報告されている。一
方、肥満や心疾患ではBCAA代謝障害によりBCAAやBCKAが増加し、疾患を増悪させると考えられている。
このように、BCAA代謝は生体内において様々な役割を果たしているが、その分子機構は十分に解明されていな
い。本研究はその一端を明らかにしたものであり、健康を保つための食事の確立などにも役立つ可能性がある。

※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 
分岐鎖アミノ酸（BCAA）は分岐鎖アミノ酸アミノ基転移酵素
（branched-chain aminotransferase：BCAT；肝臓以外に発現）により
BCKA へ代謝され、BCKA は分岐鎖αケト酸脱水素酵素（branched-
chain α-ketoacid dehydrogenase：BCKDH）などによる代謝で様々な
代謝産物を生じる。BCKDHは BCAA代謝全体の律速酵素であり、脱
リン酸化酵素 PPM1K によって活性化、リン酸化酵素 BDK によって
不活性化される（図１）。 
近年、肥満や心疾患において各臓器の BCKDH活性が低下し、血中や組織中の BCAA/BCKA
が増加することがわかってきた。BCAA の増加については、mTOR シグナル活性化を介してイ
ンスリン感受性の低下に寄与すること（Newgard 他 CellMetab2009）などが報告されているが、
BCKAの役割は明らかでない。高濃度(100uM以上)の BCKA が心筋ミトコンドリアを障害する
ことは報告されているが（Sun 他 Circulation2016）、生理的濃度における BCKA の作用は不明
である。 
申請者は、BCAA 代謝障害モデルである PPM1K 欠損マ
ウスで糖新生（ピルビン酸などからグルコースを合成する
反応。主に肝細胞で起こる）が減弱していることを見出し
た。マウス初代培養肝細胞を用いた糖新生アッセイ（Yoon
他 Nature2001；培養液中に糖新生基質を添加し、グルコー
ス産生量を測定）では、BCAA でなく BCKA がピルビン酸
を基質とした糖新生を抑制した。一方、BCKA はアラニンを基質とした糖新生は抑制しなかっ
た。図２に示すように、アラニンは、MPC非依存性にミトコンドリアに輸送されること以外は、
ピルビン酸と同じ糖新生経路をたどる（Gray 他 Cell Metab 2015）。以上から、BCKAがMPC
活性阻害を介して糖新生を抑制する可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、(1) BCKA によるMPC阻害の様式、(2) BCKA によるMPC阻害の分子機構、(3) 
BCKA による糖新生抑制がMPC阻害を介したものか、の 3点を明らかにすることで、生体内で
の BCKAの役割、新規MPC機能調節機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 主に以下のような実験を行った。実験手法の詳細は、Nishi 他 Cell Rep in press（プレプリン
トは http://ssrn.com/abstract=4022706 にアップロード済み）に記載されている。 
（１）ピルビン酸取り込みアッセイ： 14C でラベルしたピルビン酸を含むバッファーで単離
ミトコンドリアをインキュベートし、取り込まれた 14C の量を測定して、ＭＰＣ活性を算出す
る。 
（２）DARTs アッセイ： 小分子と結合した基質タンパク質がプロテアーゼによる分解に抵
抗性になることを利用したアッセイ。DARTs は Drug affinity responsive target stability の略。
BCKA 有りまたは無しの状態で、野生型マウス肝臓ミトコンドリアのタンパク抽出液をプロテ
アーゼによって消化し、ウエスタンブロットによってMPC1、２の量を比較する。 



（３）糖新生アッセイ： マウス初代培養肝細胞やヒト肝細胞株を用い、培養液中に糖新生基
質を添加し、グルコース産生量を測定する。 
 
４．研究成果 
・14C でラベルしたピルビン酸の取り込みを測定することで、ミトコンドリアピルビン酸担体
（MPC）の活性を測定し、BCKA が濃度依存的に MPC を阻害することを明らかにした。さら
に、ピルビン酸濃度を変化させても、BCKAによるMPC阻害率は変化しないため、BCKAによ
るMPC阻害は非競合阻害であることが示唆された。一方、BCKAの存在下ではプロテアーゼに
よる MPC の分解が遅延した。以上の結果から、BCKA が MPC と結合し、アロステリックに
MPCの活性を制御する可能性が示唆された。 
・MPC阻害薬の存在下では、BCKAによる糖新生抑制効果が消失したため、BCKAがMPCを
介して糖新生を抑制していることが示唆された。 
・これまで用いていたマウス初代培養肝細胞に加えて、ヒト肝細胞株においても BCKA による
糖新生抑制に矛盾しない実験結果を得た。 
・心臓由来のミトコンドリアでは、肝臓由来のミトコンドリアと比べ、BCKA によるMPC阻害
が軽度であった。そのため、分岐鎖アミノ酸アミノ基転移酵素（branched-chain amino acid 
aminotransferase：BCAT、BCAA-BCKA 間の可逆的代謝を担う酵素であり肝細胞で欠失してい
る）を過剰発現させた肝細胞の解析などを行い、肝臓以外のミトコンドリアでは BCAT により
BCKAが BCAA へと代謝され、BCKAによるMPC 阻害が減弱することがわかった。 
・13C で標識したピルビン酸を用いて、ピルビン酸代謝経路の詳細な追跡を行い、BCKA 負荷
による代謝経路の変化がMPC阻害剤と同様であることを明らかにした。 
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