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研究成果の概要（和文）：高インスリン高アンモニア血症はグルタメイト脱水素酵素(GDH)の遺伝子異常の結果、GDH活
性の抑制制御が失われ、高活性となるため発症する。ヘテロのトランスジェニックマウスではGDH活性の上昇、軽度の
血糖低下とアンモニア上昇を認めたが、臨床症状はなかった。肝脳心腎のメタボローム解析で、肝で解糖系からα-オ
キソグルタレイトまでの代謝産物の低下とその後の増加があった。脂肪酸代謝が全臓器で亢進し、ケトン体が増加した
。肝ではGlnの増加、Orn、Cit、Asの低下、Nアセチルグルタミン酸の変化がないことから、高アンモニア血症はカルバ
モイルリン酸合成酵素の低下ではなく、他の機序によって発症する。

研究成果の概要（英文）：Hyperinsulinism hyperammonemia is caused by dysregulation of GDH activity, which 
induces insensitivity for GTP inhibition and the unregulated insulin secretion. We have made a transgenic 
mouse (TGM) to clarify the mechanism of hyperammonemia and to develop the therapy. The hetero-TGM showed 
an increase of GDH activity, mild hypoglycemia, and mild hyperammonemia, however no clinical symptoms. In 
metabolome analysis of the liver, brain, heart, and kidney; fatty acid metabolites were enhanced in all 
the organs. The substances before α-oxoglutarate decreased and the substances afterα-oxoglutarate 
increased in the glycolytic system and TCA cycle of the liver. Because of the increased Gln/Glu, 
decreased Orn, Cit, and As, and no decreased N-acetylglutamate, hyperamonemia is not caused by the 
reduction of carbamoyl phosphate synthase. We have to consider a new mechanism for hyperammonemia.

研究分野：先天代謝異常症

キーワード： グルタミン酸脱水素酵素　高アンモニア血症　高インスリン血症　動物モデル
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１．研究開始当初の背景 
1998 年 Stanley ら (N Eng J Med 338: 

1352-1357, 1998)は高インスリン高アンモニア
血症の低血糖症と高アンモニア血症という２つ
の異なる臓器（膵臓と肝臓）由来の症状が GDH
という単一遺伝子の異常、しかも、１対立遺伝子
の異常で発症することを明らかにした。通常の先
天性代謝異常症と大きく異なり、本症は GDH活
性の GTP の抑制制御が失われる結果、GDH 活
性が上昇するという『gain of function』によっ
て発症する。 
 我々は 4症例を酵素学的に診断し、当初発見さ
れた遺伝子変異の領域である蝶番部位の変異
（ I444M、G446D）以外に、GTP 結合部位
（H262Y）、アンテナ様構造部位（L413V）での
遺伝子変異を発見した（図１）。L413V は GTP
で抑制効果の減少に加え、基礎 GDH活性の上昇
を認め、GDH立体構造上での遺伝子変異の位置
の違いが反映していると推定した(Fujioka et al. 
Eur J Hum Genet 9:931-937, 2001)。 
（１）インスリン血症の発症機構 
 変異 GDHcDNAをMIN6膵 β細胞へ導入し、
インスリン過剰分泌までのシグナル伝達のメカ
ニズムを明らかにした(図 2、Kawajiri et al. Ped 
Res 59: 359-364, 2006)。すなわち、L413V変異
導入膵 β細胞では GDHの GTP抑制効果の喪失
とグルコース低濃度領域でのインスリンの過剰
分泌を示し、生理的な制御機構が崩壊していた。
patch-clamp 法によるシングルチャネル解析で
は、細胞膜の有意な脱分極と頻回の Ca2+ spike、
さらに細胞内 ATP濃度の上昇を明らかにした。
チャネル作動薬を用いた実験から KATPチャネル
の閉鎖とともに非選択性陽イオンチャネルの活
性化を認めている。 Li ら  (J Biol Chem 
281:15064-15072, 2006) は高インスリン血症動
物モデルでの KATPチャネル以外のチャネルの存
在とその重要性を指摘しており、我々の研究結果
を支持している。 
 

（２）高アンモニア血症の発症機構 
GDH異常症における高アンモニア血症の発症
原因については、肝臓でのグルタミン酸の減少に
伴いカルバミルリン酸合成酵素の活性化物質で
ある N-アセチルグルタミン酸の産生障害や全身
臓器でのグルタミン酸とアンモニアからのグル
タミン産生障害などが推定されているが、その発
症機序は必ずしも明らかではない。 
（３）高アンモニア血症の治療法の開発 
 主要症状の一つである低血糖症―高インスリ
ン血症―に対する治療は KATP チャネルへの作用
薬であるジアゾキサイドが有効で、良好な血糖コ
ントロールを可能としている。しかしながら、高
アンモニア血症に対しては、当該患者の静脈血中
のアンモニアが高値であるにも関わらず、肝静脈
のアンモニア値がそれほど高くないこと、カルバ
ミルグルタミン酸（N-アセチルグルタミン酸の
アナログ）や安息香酸ナトリウムの投与で高アン
モニア血症が軽減されないことから、高アンモニ
ア血症の治療には GDH 活性そのものを抑制す
ることが必要と考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では高インスリン高アンモニア血症
（GDH 異常症）の高アンモニア血症の発症機構
の解明を行い、その有効な治療法の開発を行うこ
とを目的とする。高インスリン高アンモニア血
症は１対立遺伝子の GDH 遺伝子の異常が
GDH の制御機構を崩壊させ、GDH 活性上昇
によって、臓器特異性に特徴ある症状にて発症
する。この GDH異常は肝臓のみならず、全身
臓器への影響の結果として高アンモニア血症
を来していると考えている。高アンモニア血症
はたとえ軽度であっても小児期から長期にわ
たる場合その影響は甚大で、成人になるにつれ
て精神症状などの中枢神経障害を来す。GDH
異常症での高アンモニア血症の発症機構につ
いての研究報告はほとんどなく、いまだ不明な
点が多い。現在、本症患者への薬物をはじめと
する有効な治療法はない。本研究では高インス
リン高アンモニア血症（GDH異常症）モデルマ
ウスを用いて高アンモニア血症の発症機構の解
明を行い、その有効な治療法の開発を行う。 
トランスジェニックマウスにおける GDH 遺
伝子異常からのアンモニア産生と病態代謝をメ
タボローム解析にて検討する。トランスジェニッ
クマウスによる長期にわたる高アンモニア血症
の発育発達に与える影響を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）トランスジェニックマウスの作成 
 ヒト L413V変異、chiken b-actin promotor、
CMV-IE enhancer を組み込んだ pASCxaGDH
を作成する。精製した遺伝子をマイクロインジェ
クション法によりマウス C57BL/6の受精卵に導
入し、GDH異常をユニバーサルに発現するトラ
ンスジェニックマウスを作成した。ヒト
L413V/GDH cDNA と導入ベクターの断片を
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allele-specific amplification 法にて確認するこ
とで、マウススクリーニング行う。トランスジェ
ニックマウスの確定には、作成したマウスの肝臓
による基礎 GDH活性と GTP阻害効果、ADP
促進効果の酵素分析とWestern blotting での
蛋白発現量をチェックする (Fujioka et al. 
Eur J Hum Genet 9: 931-937, 2001)。 
 
（２）動物モデルにおける GDH 遺伝子異常の各臓
器への影響 
高アンモニア血症の発症と各臓器の相互作用
と影響について検討する。すなわち、アンモニ
ア代謝の生体内の生理的なネットワークシス
テムを考慮し、GDH遺伝子異常の影響を検討
する。高アンモニア血症に最も関与する肝臓及
び心臓、腎臓、脳についてメタボローム解析を
行った。一晩絶食にした GDH異常マウスとコン
トロールマウス各 3－4 匹について空腹時での
血糖と血中インスリン、アンモニアのチェック
を行う。肝臓、心臓、腎臓、脳の各臓器を取り
出し、迅速に液体窒素にて凍結後、メタボローム
解析に供与した。各検体の重量 50 mg 当たり、
内部標準物質 50 μMを含んだ 500 μLのメタノ
ール溶液を氷冷下で加え、卓上型破砕機を用い
て破砕（1,500 rpm, 120秒 × 3回）した。これ
に各検体に 500 μLのクロロホルム及び 200 μL
のMilli-Q水を加え撹拌し、遠心分離（2,300 × 
g, 4°C, 5分）をした後、水層を 150 μL分取し、
限外ろ過処理を行った。ろ液を乾固させ、再び
50 μLのMilli-Q水に溶解して測定に供した。 
マウス各臓器について、キャピラリー電気泳動
－飛行時間型質量分析計（CE-TOFMS）のカチ
オンモード、アニオンモードによる測定を実施し、
主要代謝物質 108（カチオン 52, アニオン 56）
に加え、アルギニノコハク酸及び N アセチルグ
ルタミン酸について解析を行った。  
 

 
図１ GDH異常の解糖系に与える影響 
縦軸は GDH 異常マウス/コントロールマウス
比を示す。青色バーは肝臓、黄色バーは脳、緑
色バーは心臓、赤色バーは腎臓での各物資の比
を示す。 
 

４．研究成果 
（１）ヒト L413V/GDH cDNA を導入したトラ
ンスジェニックマウスでは、肝組織での基礎
GDH活性はコントロールマウスと同等であった
が、GTP による抑制効果は減少していた。随時
行った血糖とアンモニアの検査ではそれぞれ軽
度低下と上昇を認め、動物モデルとしての有用性
を確認した。メタボローム解析では 一晩絶食後
のこの GDHヘテロマウスでは低血糖、高アンモ
ニア血症を生じなかった。マウスの活動は著明に
低下していた。GDHホモマウスでの検討も必要
である。 
（２）メタボローム解析では GDH 異常マウス/
コントロールマウスの比にて GDH 異常の影響
について検討した。図１に解糖系への影響を示し
た。肝臓、心臓では GDH異常マウスでは全体的
に低下傾向を認め、中でも G6P と G1P、F6P、
6-PGと lactate、Alaで低下傾向が強い。脳では
3PGと 2PGが増加し、そのほか脳、腎では特異
的な変化はない。  
図２では TCAサイクルに与える影響を見ている。
肝臓ではTCAサイクルでの α-オキソグルタル酸
までの代謝産物の著明な抑制とその後の増加が
認められた。これは GDH活性の機能亢進により
グルタミン酸から α-オキソグルタル酸の産生増
加のためと推定された。 脳、心臓では著明な変
化はなく、腎臓では α-オキソグルタル酸の増加、
succinic acidからmalic acidまでの代謝産物の
抑制と citrateの減少が認められた。図３、４で
は GDH 異常のアンモニア代謝に関与するアミ
ノ酸に与える影響を示している。肝臓では Arg
以外の尿素サイクルものは GDH 異常で低下し
ており、N-アセチルグルタミン酸はコントロー
ルと差がなかった。 脳と腎臓では尿素サイクル
系アミノ酸、N-アセチルグルタミン酸はコント
ロールと差がなかった。心臓では Citはコントロ
ールの 0.68 と低下していたが、他の物質は
0.86-0.93と著明な差はなかった。N-アセチルグ 

 
図２ GDH異常の TCAサイクルに与える影響 
縦軸は GDH異常マウス/コントロールマウス
比を示す。 青色バーは肝臓、黄色バーは脳、緑
色バーは心臓、赤色バーは腎臓での各物資の比を
示す。



ルタミン酸はいずれの臓器でもコントロールに
比較して低下していなかった。グルタミン酸代謝
に関して、 肝臓ではグルタミン(Gln)量が GDH
異常で多く、Gln/グルタミン酸(Glu)比は 1.28と
増加していた。脳では Glnと Glu、α-オキソグル
タレイトは変化がなかったが、Glu量は他の臓器
に比較して 2－5倍の絶対量があった。心臓では
逆にGlu増加のためにGln/Gluは 0.72と低下し
ていた。腎臓では α-オキソグルタレイトは 1.29
と上昇していた。 
図５に示すようにケトン体、グリセロール３リ
ン酸の増加があり、脂肪酸代謝の亢進が認められ
た。肝臓、脳では ATPの絶対量の増加が認めら
れており、また、肝臓では ATP/ADPの増加があ
る。一方、心臓、腎臓では ATP、ADPの絶対量
が低下していた。 
GDH異常マウスのメタボローム解析では代謝の
中心となる肝臓での変化が最も強く現れている。
肝での糖質代謝では解糖系の低下、TCA サイク
ルでの α-オキソグルタレイトまでの代謝産物の
抑制とその後の TCAサイクルの産生物質の増加
が認められた。これは GDH活性の機能亢進によ
りグルタミン酸から α-オキソグルタレイトへの
産生増加のためと推定される。ケトン体、グリセ
ロール３リン酸の増加があり、脂肪酸代謝の亢進
が認められている。これは血糖維持とは無関係に
インスリンの分泌異常のため、脳では糖質が利用 

 
図３、４ GDH異常のアンモニア代謝に関与す
るアミノ酸に与える影響 
縦軸は GDH 異常マウス/コントロールマウス比
を示す。青色バーは肝臓、黄色バーは脳、緑色バ
ーは心臓、赤色バーは腎臓での各物資の比を示す。

できず、肝臓でアセチル CoAから作られた 3-ヒ
ドロキシ酪酸をエネルギー源として使用し、低血
糖の影響を最小限にとどめている。アンモニア産
生が増加しているために、Gluからアミノ基を 1
分子吸収して Gln への合成が盛んで、Gln/Glu
比の上昇がある。しかし、尿素サイクル系のアミ
ノ酸ではアルギニンを除いて全体的に低下して
おり、その量の低下はアンモニア解毒能力の低下
状態と推測される。また、これまで、GDH異常
症の高アンモニア血症の原因として、尿素回路の
反応速度を律速しているカルバモイル酸シンテ
ターゼをアロステリックに活性化する N-アセチ
ルグルタミン酸の濃度の低下が原因と推測され
ていたが、肝臓及び他の臓器においてもその低下
は認められておらず、アンモニア高値は他の要因
の可能性が高い。また、肝臓では膵臓と同様に
ATP/ADPが増加している。他の臓器については
肝臓ほど明確な変化は得られていない。しかしな
がら、高アンモニア血症の発症機序について非常
に興味深い結果を得ることができた。 
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図５ GDH異常のエネルギー代謝とケトン代謝
に与える影響 
縦軸は GDH異常マウス/コントロールマウス比
を示す。青色バーは肝臓、黄色バーは脳、緑色バ
ーは心臓、赤色バーは腎臓での各物資の比を示す。 
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