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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳動物の必須アミノ酸である分岐鎖アミノ酸（BCAA）の分解を調節す
る酵素BCKDH複合体を不活性化する特異的キナーゼ(BDK)を、全身組織または組織特異的に欠損させることによ
り、BCKDH複合体がBCAA代謝の主要調節酵素であることを明らかにすると共に、BCAAの生体調節機構の解明を目
的とした。これらのBDK欠損マウスでは、組織及び血中のBCAA濃度は有意に低下したので、BCAA代謝調節酵素と
してBCKDH複合体の重要性が示された。さらに、これらのBDK欠損マウスを用いた研究により、筋タンパク質代
謝、持久運動能力、エネルギー代謝におけるBCAAの重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Branched-chain amino acids (BCAA) are essential amino acids in mammals. The 
aims of the present study were to elucidate the importance of branched-chain alpha-ketoacid 
dehydrogenase (BCKDH) complex as the rate-limiting enzyme in the BCAA catabolism in vivo and diverse
 functions of BCAA as important factors to regulate systemic metabolism using global and conditional
 BCKDH kinase-knockout (BDK-KO) mice. In both global and muscle specific BDK-KO mice, plasma and 
muscle BCAA concentrations were significantly decreased, indicating that BCKDH complex is an 
important enzyme to regulate the BCAA catabolism. Furthermore, in the studies using these mice, it 
was suggested that BCAA play important roles in regulation of muscle protein metabolism, endurance 
exercise performance, and energy metabolism.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
	 分岐鎖アミノ酸（branched-chain amino acids 
(BCAA)：ロイシン、イソロイシン、バリン）
は、ヒトを含む哺乳動物の体内では合成され

ない栄養学上の必須アミノ酸である。BCAA
は、筋タンパク質の必須アミノ酸の約 35%、
食事中の必須アミノ酸の約 50%を占めるため、
ヒトは多くのBCAAを体内に保有すると同時
に多くの BCAAを摂取している。一方、体内
には遊離アミノ酸としてのBCAAが存在しタ
ンパク質合成の基質となっているが、体内で

はBCAA分解系が存在し過剰なBCAAは速や
かに分解されるため、その体内での濃度は安

定しており、血中濃度は合計で 0.5 mM程度の
低濃度に保たれている。食事などの摂取によ

りこの遊離 BCAA濃度が上昇すると、タンパ
ク質合成が促進されるようである。 
	 これまでに知られているBCAAの生理的機
能としては、タンパク質合成の必須成分とし

ての役割が中心であったが、近年の研究にお

いて、この BCAA代謝の恒常性はヒトの健康
と密接な関係にあることが明らかにされつつ

ある。古くから知られている先天性 BCAA代
謝疾患であるカエデ糖尿症では、そのアミノ

基転移産物である分岐鎖α-ケト酸の蓄積に
より発達段階の脳に障害が起こることが分か

っているが、最近、その生理状態は心臓疾患

発生の原因になることも判明した。また、糖

尿病や肥満などによりインスリン抵抗性が進

展すると、血中 BCAA濃度の有意な上昇（20%
前後）を伴うため、インスリン抵抗性の発生

における BCAAの関与が疑われていると同時
に、その血中アミノ酸濃度が２型糖尿病のリ

スク評価に利用できる可能性が示唆されてい

る。一方、肝硬変では逆に血中 BCAA濃度が
有意に低下し、その疾患の低アルブミン血症

の原因と考えられている。また、この症状で

は耐糖能異常（インスリン抵抗性）も伴う。

さらに、先天的に BCAA 分解亢進による低
BCAA 血症のヒトは、てんかん発作を伴う自
閉症の患者であることが判明した。したがっ

て、BCAA 代謝の異常およびそれに伴う遊離
BCAA 濃度の変動は、タンパク質代謝、グル
コース代謝、及び脳機能に大きな影響を及ぼ

すと考えられる。さらに、15カ月齢の中高齢
マウスを用いた研究において、BCAA を長期
（3 カ月間）投与すると、筋ミトコンドリア
生合成を増加し運動能力の上昇と平均寿命の

延長をもたらすことも報告された。以上のよ

うに、BCAA はタンパク質構成成分としての
機能以外に種々の重要な生理的役割を担って

いると推察されるが、それらの作用機序はほ

とんど解明されてない。 
 
２．研究の目的 
	 BCAA 分解系は、そのほとんどがミトコン

ドリア内に存在し、最初の２つのステップが

３つの BCAAに共通であり、この分解系の特
徴的な反応である。第１ステップは、BCAA
ア ミ ノ 基 転 移 酵 素 （ branched-chain 
aminotransferase (BCAT)）による脱アミノ反応
であり、可逆反応である。第２ステップは、

分岐鎖α-ケト酸脱水素酵素（branched-chain 
α-ketoacid dehydrogenase (BCKDH)）複合体に
よる脱アミノ産物の酸化的脱炭酸反応であり、

不可逆である。さらに、BCKDH 複合体は酵
素タンパク質のリン酸化サイクルによる調節

を受けるので速やかな活性調節が可能である。

よって、BCAA 分解系は第２ステップにより
律速されると考えられている。この BCKDH
複合体をリン酸化して不活性化する酵素が

BCKDH kinase（BDK）であり、脱リン酸化し
て活性化する酵素が BCKDH phosphatase
（BDP）である。 
	 本研究では、哺乳動物の体内で BCAA分解
を調節（抑制）する酵素である BDKを組織特
異的に欠損させることにより、組織特異的な

BDK欠損（BCAA分解亢進）マウス（コンデ
ィショナルノックアウトマウス）を作製して、

BCKDH 複合体が BCAA 代謝の主要酵素であ
ることを明らかにすると共に、BCAA の生体
調節におけるメカニズムを検討した。BDKを
欠損させる組織としては、筋肉及び脂肪組織

等を対象とし、筋肉の発達と維持（筋タンパ

ク質代謝）、エネルギー代謝、ミトコンドリア

生合成等における BCAAの生理機能の解明を
目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 ［組織特異的（コンディショナル）ノック

アウトマウスの作製］ 
	 このマウスの作製には、Cre-loxP システム
（標的遺伝子の一部を特異的配列 loxPで挟み
込み、その部分を部位特異的組換え酵素 Cre
で除去する方法：Bruning et al. Mol Cell. 
1998;2:559-69）を用いた。研究代表者等は、
この方法によりコンディショナル BDK 遺伝
子 (BDK)-KO マウス作製の基礎となる

BDK-floxedマウスの作製に成功した。その主
なステップは次のようである：(1)マウス BDK
のエクソン 9〜12（BDK活性部位エクソン）
を loxPで挟み込み薬剤耐性遺伝子（Neo+）を
持ったターゲティングベクターの調製、(2) こ
のベクターの胚性幹細胞（C57BL/6マウス ES
細胞）への導入と相同組換えクローンの単離、

(3)この ES細胞を ICRマウス胚に注入するこ
とによるキメラマウスの作製、(4)キメラマウ
スと C57BL/6 系統マウスの交配による BDK
を loxP で挟み込んだマウス（BDK-floxed 
(Neo+) ヘテロマウス）の作製、(5) このマウ
スから薬剤耐性遺伝子（Neo+）を除去した
BDK-floxedマウスの作製。 



	 本研究では、得られた BDK-floxedマウスを、
筋特異的酵素であるクレアチンキナーゼ(CK)
のプロモーターを持つ CK-Cre トランスジェ
ニックマウスと交配させて (CK-Cre+)BDK- 
floxedホモマウス、すなわち筋特異的 BDK欠
損マウス（BDK-mKOマウス）を作製した。 
	 また、脂肪組織特異的 BDK-KO マウス
(BDK-adKO マウス)は、BDK-floxed マウスを
アディポネクチンのプロモーターを持つアデ

ィポネクチン-Cre トランスジェニックマウス
と交配させてそのマウスを作製した。 
	 さらに、全身組織で BDKを欠損するマウス
(BDK-KO マウス)は、BDK-floxed マウスを作
製する過程で得られる BDK-floxed(Neo+)マウ
ス同士を交配することにより作製した。これ

らのマウスを繁殖して得られたマウスを順次

実験に用いた。 
 
４．研究成果 
［BDK-mKO マウスにおける筋タンパク質代
謝と運動能力］ 
	 BDK-mKOマウスでは、絶食時の BCAA濃
度がコントロールマウスに比べて骨格筋で

50%以下のレベルまで低下したが、全身
BDK-KO マウスが示したような体重低下、脳
神経系の異常（尾懸垂による後肢抱え込み動

作）は認められず（図 1）、骨格筋重量にも変
化は見られなかった。 
 
   Control	   	 BDK-mKO     BDK-KO 

 
図１. 尾懸垂における BDK欠損マウスの 

パフォーマンス 
Control: 正常マウス、BDK-mKO: 筋特異的 BDK欠
損マウス、BDK-KO: 全身組織 BDK欠損マウス。 
 
	 一方、BCAA を一過的に経口投与すると、
コントロールマウスに比べて BDK-mKOマウ
スの骨格筋の mammalian target of rapamycin 
complex 1 (mTORC1)活性が有意に上昇したの
で、このマウスの骨格筋では mTORC1 の
BCAA に対する感受性が上昇し、慢性的な
BCAA 不足に対して適応していると推察され
た。 
	 次いで、餌中のタンパク質含量を 20％から
8％に減らした場合の影響を検討するために、
8%タンパク質の低タンパク質食(LPD)で飼育
すると、BDK-mKO マウスの骨格筋における
mTORC1活性、筋線維タンパク質濃度が、コ
ントロールマウスに比べて有意に低下した。

一方、BDK-mKOマウスに 3%BCAAを含む飲
水を与えて飼育すると、筋線維タンパク質濃

度の低下が抑制された。よって、BCAA が不
足した際に BCAA分解を抑え、正常な BCAA
濃度を保つことが、筋線維タンパク質を維持

するために重要であると考えられる。 
	 トレッドミルを用いた走運動試験により、

BDK-mKO マウスの持久運動能力について解
析したところ、運動トレーニングを負荷して

いない状態ではコントロールマウスと同程度

であったが、1 日 1 時間の走運動トレーニン
グを２週間（5 日／週）負荷して２倍程度に
上昇した持久運動能力は、コントロールマウ

スに比べて BDK-mKOマウスで有意に低下し
ていた。このマウスでは、筋中の acetyl-CoA
濃度が半減しており、エネルギー代謝の乱れ

が認められるとともに、筋グリコーゲン量も

有意に低下していたので、BCAA 分解系を正
常に保ち、体内の BCAA濃度を低下させない
ことは、エネルギー代謝と筋グリコーゲン量

を正常に保ち、運動トレーニングの効果を十

分に発揮するために重要であることが示唆さ

れた。さらに、BDK-mKO マウスとコントロ
ールマウスに 3%BCAA を含む飲水を与えて
飼育し、その間に 2 週間のトレーニングを付
加すると、BDK-mKOマウスの筋中 acetyl-CoA
と筋グリコーゲン濃度はコントロールマウス

と同レベルに回復すると共に、持久運動能力

はコントロールマウスよりも BDK-mKOマウ
スで有意な高値を示した。よって、筋中の

BCAA 代謝亢進によるエネルギー代謝の乱れ
よりも、BCAA 不足が持久運動能力を低下さ
せたと結論された。 
［BDK-adKO マウスにおけるエネルギー代
謝］ 
	 哺乳動物における脂肪組織は、余剰のエネ
ルギーを蓄積する組織であるが、BCAA 代謝
に対して影響を及ぼすことも知られているが、
その機構についてはほとんどわかっていない。
そこで、本研究では、逆に脂肪組織の BCAA
代謝を亢進したBDK-adKOマウスにおける血
中の BCAA濃度及びエネルギー代謝について
検討を加えた。 
	 BDK-KO マウス及び BDK-adKO マウスは、
コントロールマウスに比べて精巣上体脂肪重
量が有意に低かった。一方、BDK-KO 及び
BDK-adKO マウスの褐色脂肪組織における
uncoupling protein 1(UCP1) のmRNA発現量は
コントロールマウスに比べて高い傾向にあっ
た。1日(24時間)におけるマウスの酸素消費量
を測定したところ、BDK-KOマウスの酸素消
費量はコントロールマウスに比べて高い傾向
が見られたが、BDK-adKO マウスとコントロ
ールマウスの間に差はなかった。これらの結
果から、脂肪組織の BCAA代謝亢進が腹腔内
脂肪蓄積に対して影響することが示唆され、
この原因としてマウスのエネルギー代謝の亢
進が関与する可能性が示唆されたが、褐色脂
肪組織の UCP1 発現量に起因する可能性は少
ないと推察された。 
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