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研究成果の概要（和文）：腎機能が低下すると、心血管疾患の危険因子とされている高ホモシステイン血症を合併する
。この成因機構を明らかにすることを目的に、安定同位体標識体を用いた代謝フラックス法を開発し、腎部分摘除ラッ
トを用い検討した。その結果、腎実質の減少に伴う再メチル化クリアランスの低下を補うようにホモシステインの血漿
中濃度を上昇させることが、高ホモシステイン血症成因に関わっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hyperhomocysteinemia is a risk factor for cardiovascular diseases and occurs frequ
ently in end-stage renal disease, but the pathogenesis is poorly understood. The plasma homocysteine conce
ntration represents the balance between its entry and removal from the circulation. This study is conducte
d to clarify whether hyperhomocysteinemia in renal disease is due to increased entry or decreased removal.
 The result of the present study showed that the conversion of homocysteine to methionine was substantiall
y decreased in the 3/4-nephrectomized rats. Decreased remethylation may explain hyperhomocysteinemia in re
nal disease. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 メチオニンの代謝物であるホモシステイ
ンの血漿中濃度が基準値よりも高く維持さ
れた状態（高ホモシステイン血症）は、心血
管疾患のリスクファクターと考えられてい
る。ホモシステインは腎不全患者において蓄
積されやすく、透析患者の主要な死因の一つ
である心血管疾患との関連性が注目されて
いる。しかし、腎機能低下に伴って何故ホモ
システインの血漿中濃度が上昇するのか、そ
の上昇によってどのような機序で心血管疾
患の発症・進展に関わっているかは全く不明
である。 
 ホモシステインは、再びメチル化されメチ
オニンに戻る経路（再メチル化経路）とシス
タチオニンを経由して非可逆的に除かれつ
つシステインを生成する経路（イオウ転移経
路）の二経路によって代謝される。ホモシス
テインの生成と代謝は、S-アデノシルメチオ
ニンや葉酸を基質とする生体内一炭素転移
反応と密接に関連し、相互調節されている。
研究代表者は、この調節機構の異常が高ホモ
システイン血症の成因であり、一炭素転移反
応異常を介して心血管疾患発症・進展に関与
していると考えた。 
 
２．研究の目的 
 ホモシステインの生成と代謝のいずれに
異常があるかを評価することのできる代謝
フラックス解析法を構築すること、腎機能低
下に伴う高ホモシステイン血症の成因機構
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究のストラテジーは以下の通りであ
る。メチオニンの 3、4 位及び S-メチル基に
重水素を導入した[3,3,4,4,S-メチル-2H7]メ
チオニン（[2H7]メチオニン）をトレーサーと
して投与すると、生体内で脱メチル化されて
[3,3,4,4-2H4]ホモシステイン（[2H4]ホモシス
テイン）が、さらにこれが再メチル化される
と[3,3,4,4-2H4]メチオニン（[2H4]メチオニ
ン）が生成する。[2H7]メチオニン、[2H4]メチ
オニンと内因性メチオニン、[2H4]ホモシステ
インと内因性ホモシステインは、質量数が異
なるため、それぞれガスクロマトグラフー質
量分析計（GC-MS）で区別して測定すること
ができる。[2H7]メチオニン、[2H4]メチオニン
及び[2H4]ホモシステインの血漿中動態から
脱メチル化経路、再メチル化経路及びイオウ
転移経路に関する動態パラメータを得るこ
とができる。本研究は、ストラテジー遂行に
必要な安定同位体標識体の合成、分析法の開
発、解析法の構築及び実験動物を用いた動態
試験から構成される。 
 
（１）安定同位体標識メチオニン及びホモシ
ステインの合成  
 DL-[2H4]メチオニンを原料に、光学活性な
[2H7]メチオニン、[2H4]メチオニン及び[2H4]

ホモシステインチオラクトンを、DL-[1-13C]
メチオニン（[13C]メチオニン）を原料に分析
上 の 内 標 準 物 質 と し て 用 い る
DL-[1,1’-13C2]ホモシスチン（[13C2]ホモシス
チン）をそれぞれ合成した。 
 
（２）GC-MS を検出手段とする安定同位体希
釈分析法による血漿中[2H7]メチオニン、[2H4]
メチオニン、メチオニン、[2H4]ホモシステイ
ン及びホモシステインの同時定量法の開発 
 [13C]メチオニン及び[13C2]ホモシスチンを
内標準として用い、血漿中の[2H7]メチオニン、
[2H4]メチオニン、内因性メチオニン、[2H4]ホ
モシステイン及び内因性ホモシステインを
GC-MS-選択イオン検出(SIM)法で同時定量す
る方法を検討した。 
 
（３）単回静脈内投与法によるメチオニン−
ホモシステイン代謝のフラックス解析 
 [2H7]メチオニンを単回静脈内投与したと
きの[2H7]メチオニン及びその代謝物の
enrichment の時間変化を用いて、メチオニン
からホモシステインへの脱メチル化代謝速
度（DM）、ホモシステインのメチオニンへの
再メチル化代謝速度（RM）及びホモシステイ
ンからシスタチオニンへのイオウ転移速度
（TS）を算出する方法を考案した。 
 健常ラットに、[2H7]メチオニン、[2H4]メチ
オニン及び[2H4]ホモシステインをそれぞれ
個別に単回静脈内投与後、経時採血した。
[2H7]メチオニン、[2H4]メチオニン、内因性メ
チオニン、[2H4]ホモシステイン及び内因性ホ
モシステインの血漿中濃度をGC-MSで分別測
定した。標識体と非標識体の総和に占める
[2H7]メチオニン、[2H4]メチオニン、[2H4]ホモ
システインの割合（enrichment; EM7、EM4、EH4）
を算出し、それらの時間推移曲線を時間 t=0
から∞まで積分した値（AUCM7、AUCM4 及び
AUCH4）を用いて、DM、RM 及び TS を算出した。 
 
（４）持続静脈内投与法によるメチオニン−
ホモシステイン代謝のフラックス解析 
 メチオニン−ホモシステイン代謝サイクル
が定常状態にあるときの DM、RM 及び TS を求
める方法を考案した。 
 健常ラット及び腎部分摘除ラットに、[2H7]
メチオニン及び[2H4]ホモシステインをそれ
ぞれ個別に急速静脈内投与＋持続静脈内投
与した。このとき、投与する[2H7]メチオニン
や[2H4]ホモシステインによって内因性メチ
オニン及びホモシステインの代謝プールが
変動することを極力抑えるため、（３）で得
られた知見を用い、投与した[2H7]メチオニン
や[2H4]ホモシステインの血漿中濃度が内因
性メチオニン及びホモシステインの約 1/10
になるように投与量及び投与速度を設定し
た。経時採血して得た血漿中の[2H7]メチオニ
ン、[2H4]メチオニン、内因性メチオニン、[2H4]
ホモシステイン及び内因性ホモシステイン
の血漿中濃度を GC-MS で分別測定後、EM7、EM4



及び EH4を算出した。採血時間に対して EM7、
EM4及び EH4をそれぞれプロットしたグラフか
ら、EM7、EM4及び EH4が一定になった値を求め、
DM、RM 及び TS を算出した。さらに、DM を投
与前の内因性メチオニンの血漿中濃度で除
することで脱メチル化クリアランス（CLDM）
を、RM 及び TS を投与前の内因性ホモシステ
インの血漿中濃度で除することで、それぞれ
再メチル化クリアランス（CLRM）及びイオウ
転移クリアランス（CLTS）を算出した。健常
ラットと腎部分摘除ラットにおけるそれら
の値を比較し、メチオニン−ホモシステイン
代謝系に対する腎の寄与を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）安定同位体標識メチオニン及びホモシ
ステインの合成  
 DL-[2H4]メチオニンを液体アンモニア中リ
チウムと反応させ DL-[2H4]ホモシステインと
した後、重水素標識ヨードメタンによりメチ
ル化し、DL-[2H7]メチオニンを得た。これを
無水酢酸で N-アセチル化後、アシラーゼで立
体選択的に加水分解し、L-[2H7]メチオニンを
得た。L-[2H4]メチオニンは、DL-[2H4]メチオ
ニンを N-アセチル化後アシラーゼを用いた
光学分割により得た。 
 DL-[2H4]メチオニンをヨウ化水素酸中で加
熱還流することで閉環し、DL-[2H4]ホモシス
テインチオラクトンを得た。これを光学活性
な 2−メトキシフェニル酢酸と縮合しジアス
テレオマーアミドとした。シリカゲルカラム
クロマトグラフィーによりジアステレオマ
ー分離をしたのち、塩酸—エタノール中で加
水分解し、光学活性な L-[2H4]ホモシステイン
チオラクトンを得た。L-[2H4]ホモシステイン
チオラクトンは、動物への投与直前に水酸化
ナトリウム溶液中で開環させ L-[2H4]ホモシ
ステインとする。 
 これらはいずれも、投与実験に用いるのに
十分な同位体純度及び光学純度を有してい
た。 
 DL-[1-１３C]メチオニン（[13C]メチオニン）
を液体アンモニア中リチウムと反応させて
得た DL-[1-１３C]ホモシステインを酸化し、
DL-[1,1’-１３C]ホモシスチン（[13C2]ホモシ
スチン）を得た。これは GC-MS における内標
準物質として用いるのに十分な同位体純度
を有していた。 
 
（２）GC-MS を検出手段とする安定同位体希
釈分析法による血漿中[2H7]メチオニン、[2H4]
メチオニン、メチオニン、[2H4]ホモシステイ
ン及びホモシステインの同時定量法の開発 
 メチオニンやホモシステインのようなア
ミノ酸は難揮発性物質なため、GC-MS で測定
するには揮発性化合物に誘導化する必要が
ある。種々の誘導化法を検討した結果、メチ
オニン及びホモシステインを水−エタノール
−ピリジン混液中でクロロギ酸イソブチルと
反応させて生成する N(O,S)−イソブチルオキ

シカルボニル エチルエステル（IBC-OEt）
誘導体が、GCで良好なピーク挙動を示すこと、
化学イオン化法を用いた MS 分析においてそ
れらの分子量関連イオンが基準ピークとし
て検出されることなど、GC-MS 分析に適して
いることを見いだした。 
 ラット血漿に、既知量の[2H7]メチオニン、
[2H4]メチオニン及び[2H8]ホモシスチンを添
加した試料を用いて、本法の分析精度を検討
した。その結果、期待値と測定値の相対誤差
は、[2H7]メチオニンで -2.4〜5.7%、[2H4]メ
チオニンで -1.2〜0.2%、[2H4]ホモシステイ
ンで -5.3〜-1.9%であり、また変動係数もそ
れぞれ 7% 以内、5%以内、8%以内であった。
日間誤差もほぼ同様であり、本法が、メチオ
ニン及びホモシステインの代謝フラックス
を解析するのに十分な精度、再現性を有して
いることが明らかになった。 
 
（３）単回静脈内投与法によるメチオニン−
ホモシステイン代謝のフラックス解析 
 単回静脈内投与法において、代謝回転速度
は、投与量を血漿 enrichment 時間下面積
（AUCE）で除することで算出できる。そこで、
[2H7]メチオニン投与後の EM7、EM4及び EH4の時
間推移曲線から、[2H7]メチオニン、[2H4]メチ
オ ニ ン 及 び [2H4] ホ モ シ ス テ イ ン の
enrichment の AUCEを求めた。重水素標識した
S-メチル基が脱メチル化によって脱離する
[2H7]メチオニンは時間の経過に従って一次
消失したが、その代謝物である[2H4]ホモシス
テイン及び[2H4]メチオニンは標識が脱落す
ることなく内因性ホモシステイン及びメチ
オニンの代謝プールでゆっくりと希釈され
るため、消失相における濃度変化がほとんど
観察されなかった。そのため、測定時間まで
の AUCE(0-t)に比べて、時間を∞まで外挿した
AUCE(0-∞)が著しく大きい値になった。[2H4]メ
チオニン及び[2H4]ホモシステイン投与後の
[2H4]メチオニンや[2H4]ホモシステインの
AUCE(0-∞)も同様に AUCE(0-t)に比べて高値であ
った。これらの値を用いた解析では信頼性の
高い代謝回転速度を得ることはできないと
判断し、この投与法を用いた検討を断念し、
（４）に示した方法による解析に変更した。 
 
（４）持続静脈内投与法によるメチオニン−
ホモシステイン代謝のフラックス解析 
 安定同位体標識体をトレーサーとして一
定の投与速度で持続静静脈内投与したとき、
トレーサーは内因性成分により希釈され、や
がて enrichment が一定となる。定常状態で
は、代謝プールにおける流入速度と流出速度
が等しく、この代謝回転速度は、トレーサー
の投与速度とenrichment値から算出できる。
メチオニン−ホモシステイン代謝系は組織
（細胞）内で起きる反応であるのに対して、
観測点は血漿中である。そこで、血漿中の
enrichment をもとに組織中に enrichment を
求める方法を考案した。これらのことを組合



せ、組織中の代謝回転速度（DM、RM、TS）と
代謝クリアランス（CLDM、CLRM及び CLTS）を算
出する新しい評価法を構築した。 
 健常ラット及び全腎の 70〜75%を摘除した
腎部分摘除ラットに、[2H7]メチオニン及び
[2H4]ホモシステインをそれぞれ別個に急速
静脈内負荷＋持続静脈内投与し、代謝クリア
ランスを求めた。 
 CLDM は、健常ラット（1.7±0.3 L/hr/kg）
と腎部分摘除ラット(1.7±0.2 L/hr/kg)に有
意差は認められなかった。メチオニンからホ
モシステインへの代謝過程で行われるメチ
ル基転移反応には非常に多くの酵素系が関
与している。それらの酵素は肝臓に比較的多
く発現しているものの、種々の臓器に広く分
布しているものがあることから、差異が認め
られなかったものと考えられる。これまでの
研究代表者による検討で、腎部分摘除ラット
では、血漿クレアチニン値が 1.5mg/dL を超
えると死亡数が増加することが明らかにな
っている。本研究で用いた腎部分摘除ラット
の血漿クレアチニン値（0.56±0.18mg/dL）
は健常ラット（0.18±0.01mg/dL）に比べて
有意に高値を示したものの、まだ予備力が高
いことが推測される。このため、腎部分摘除
ラットは十分な脱メチル化能を保持してい
たと推測された。 
 腎部分摘除ラットの CLRM （ 3.7±1.3 
L/hr/kg）は、健常ラット（7.2±1.5 L/hr/kg）
の約 50%に低下した。再メチル化反応には、
ベタインホモシステインメチル転移酵素
（BHMT）による系とメチオニンシンターゼ
（MS）による系がある。ラットでは、BHMT は
肝臓に局在するのに対して、MS は腎に強い活
性を有している。このことから、腎実質の減
少により MS 活性が低下し、CLRMが低下したも
のと考えられた。また、MS活性の低下に対し
て BHMT が代償的に働くわけではないことが
示唆された。一方、腎部分摘除ラットの CLTS

（ 8.5±0.5 L/hr/kg ） は 、 健 常 ラ ッ ト
（9.5±1.1 L/hr/kg）に比べて約 10%低下し
た。摘出腎を用いた検討ではイオウ転移反応
がホモシステインの主たる代謝反応と報告
されているが、イオウ転移反応に関与するシ
スタチオニン−β−シンターゼやシスタチオ
ニン−γ—リア−ゼは腎を含む種々の臓器で発
現していることから、再メチル化反応に比べ
てイオウ転移反応への腎実質の減少の寄与
が小さかったと考えられた。 
 以上の結果から、腎実質の減少はホモシス
テインの再メチル化クリアランスを大きく
低下させることが明らかになった。この代謝
クリアランスの減少分をメチオニンやホモ
システインの濃度を上昇させることで補い、
メチオニン−ホモシステイン代謝サイクルの
代謝回転を維持しているものと考えられた。 
 
 本研究により、腎実質の減少に伴って血漿
中のホモシステイン濃度が上昇する機序を
示すことできた。ホモシステインの血漿中濃

度上昇が心血管疾患発症・進展にどのように
関わっているかを明らかにすることが今後
の検討課題である。 
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