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研究成果の概要（和文）：　本研究では、非酵素的糖化反応により生成されたアミノ酸アマドリ化合物が、ニワ
トリ胚由来筋管細胞へのアミノ酸やグルコース取り込みに及ぼす影響を調査した。その結果、フェニルアラニン
ーアマドリ化合物が筋管細胞へのフェニルアラニンの取り込みを抑制した。また、アスパラギンーアマドリ化合
物が筋管細胞へのグルコース取り込みを抑制し、この抑制にはニワトリ骨格筋においてインスリン感受性を有す
るグルコーストランスポーター12の遺伝子発現の低下が関与することを明らかにした。さらに、一部の糖化アミ
ノ酸はニワトリ胚由来筋管細胞に取り込まれることを示し、トランスポーターやレセプターの存在が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, the influence of amino acid-Amadori products generated from 
non-enzymatical glycation on the incorporation of amino acids and glucose into chicken embryonic 
myotubes was examined. Phenylalanine-Amadori product suppressed phenylalanine incorporation into 
myotubes. Asparagine-Amadori product suppressed glucose uptake into myotubes due to the decrease in 
the gene expression of GLUT12 which is known to be the main insulin-sensitive glucose transporter of
 chicken muscle. Some glycated amino acids can be incorporated into myotubes, which suggests the 
existence of transporter and receptor for glycated amino acids.

研究分野： 動物栄養学

キーワード： 糖化反応　アマドリ化合物　アミノ酸　筋管細胞　取り込み　タンパク質合成　フルクトサミン-３-キ
ナーゼ　グルコース

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　アミノ酸の糖化反応は非酵素的反応であり、生成されるアミノ酸アマドリ化合物の生理機能に関する研究報告
は見当たらないことから、本研究の成果は非常に独創的であると考えられる。本研究で実験動物として用いたニ
ワトリは高血糖動物であることから、ニワトリの体内ではアミノ酸の糖化が自発的に進むと考えられる。以前の
研究において、糖化されたアミノ酸にはアミノ酸としての栄養素価値が無いことが明らかになっており、アミノ
酸アマドリ化合物の生成は抑制されるべきである。今後、ニワトリの体内におけるアミノ酸アマドリ化合物を減
少させることが可能となれば、ニワトリにおけるアミノ酸栄養価の向上につながることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
生体内のグルコースは、アミノ酸のアミノ基と非酵素的に結合する（糖化反応、メイラード反

応）。グルコースと結合したアミノ酸はシッフ塩基を形成し、アマドリ転位の後にアミノ酸アマ
ドリ化合物を生成する。その後、各種反応を経て終末糖化産物（Advanced Glycation End 
Product：AGE）を形成し、糖尿病合併症の原因の一つとなる。 
ニワトリの血糖値は約 200-300 mg/dl であり、ヒトの正常血糖値の 2-3 倍を示す。今までに研

究代表者は、血漿中アミノ酸アマドリ化合物濃度の測定法を確立し、各種栄養条件下におけるニ
ワトリの血漿中アミノ酸アマドリ化合物濃度を測定した。しかし、アミノ酸アマドリ化合物が筋
管細胞における栄養素代謝に及ぼす影響は不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、アミノ酸とグルコースから非酵素的に生成されるアミノ酸アマドリ化合物が、ど

の様に筋管細胞における栄養素代謝に影響を及ぼすのか調査することを目的とし、以下の課題
を設けた。 
（１）アミノ酸アマドリ化合物は、トランスポーターを介したアミノ酸吸収及びグルコース吸収

を競合抑制するのか？ 
（２）アミノ酸アマドリ化合物に対応するトランスポーターやレセプターは存在するのか？ 
（３）アミノ酸アマドリ化合物は細胞内で分解可能か？ 
（４）アミノ酸アマドリ化合物は in vivo 筋肉タンパク質合成を促進するのか？ 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）アミノ酸アマドリ化合物は、トランスポーターを介したアミノ酸吸収及びグルコース吸収

を競合抑制するのか？ 
 
単冠白色レグホンの孵卵 14 日目の胚から浅胸筋を摘出し、筋芽細胞を調製した。10％ウシ胎

児血清を含む Medium 199 培地で培養し、筋管細胞に分化させた。アミノ酸アマドリ化合物を加
えない処理区を対照区とした。アミノ酸アマドリ化合物はメタノール還流法を用いて無水グル
コースとアミノ酸から有機合成した。タンパク質を構成する 20 種類のアミノ酸のアマドリ化合
物をそれぞれ 1000μM になるように培養液に添加した。放射能が約 1μCi/mL となるように、培
養液にトレーサーを添加し、CO2 インキュベーター内で一晩培養した。筋管細胞へのアミノ酸吸
収を調べるためのトレーサーとして、3H-フェニルアラニンおよび 3H-トリプトファンを用いた。
筋管細胞へのグルコース吸収を調べるためのトレーサーとして 3H-2-デオキシグルコースを用
いた。 
筋管細胞へのアミノ酸吸収を調べる際には、筋管細胞を一晩培養後、ウェル中の培養液を除去

し、細胞を洗浄後、5％トリクロロ酢酸を加えタンパクを沈殿させた。トリクロロ酢酸を除去後、
0.5％NaOH/Triton-X を加えタンパク質を溶解した。タンパク質溶解液を全量取り、液体シンチ
レーションカウンターでタンパク質溶解液中の放射能を測定し、タンパク質中の放射能を筋管
細胞へのアミノ酸吸収の指標とした。 
筋管細胞へのグルコース吸収を調べる際には、筋管細胞を一晩培養後、ウェル中の培養液を除

去し、細胞を洗浄後、0.5％NaOH/Triton-X を加え細胞を溶解した。細胞溶解液を全量取り、液体
シンチレーションカウンターで細胞溶解液中の放射能を測定し、筋管細胞へのグルコース吸収
の指標とした。 
ニワトリ骨格筋においてインスリン感受性を有する主要なグルコーストランスポーターと考

えられているグルコーストランスポーター12の遺伝子発現を調査するために、リアルタイム PCR
を用いてグルコーストランスポーター12の mRNA 量を測定した。 
統計処理は、市販統計パッケージ SAS を用いて行った。一元配置分散分析法を用いてアミノ酸

アマドリ化合物の効果を要因分析した後、Tukey の多重比較検定を行った。P＜0.05 で有意差あ
りとした。 
 
（２）アミノ酸アマドリ化合物に対応するトランスポーターやレセプターは存在するのか？ 
 
必須アミノ酸の一種であるトリプトファンはグルコースによって糖化されると、トリプトフ

ァン-アマドリ化合物と(1R, 3S)-1-(D- gluco-1, 2, 3, 4, 5-pentahydroxypentyl)-1, 2, 3, 
4-tetrahydro-β-carboline-3-carboxylic acid (PHP-THβC)の2種類の糖化化合物を形成する。 



単冠白色レグホンの孵卵 14 日目の胚から浅胸筋、肝臓、脾臓、腎臓、腺胃、筋胃および皮膚
を摘出し、細胞を調製した。10％ウシ胎児血清を含む Medium 199 培地で培養し、L-[5-3H]-トリ
プトファンと非放射性グルコースから放射性 PHP-THβC を合成し、最終濃度が 0、200、400、600
および 800 μM となるように 3H-PHP-THβCを細胞培養液に添加した。ニワトリ胚由来細胞を 18
時間培養した後に、ウェル中の培養液を除去し、細胞を洗浄後、5％トリクロロ酢酸を加えタン
パクを沈殿させた。タンパク質沈殿後、トリクロロ酢酸中の放射能を液体シンチレーションカウ
ンターで測定し、細胞中の遊離アミノ酸画分に取り込まれた PHP-THβCの指標とした。沈殿させ
たタンパク質は、0.5％NaOH/Triton-X を加えて溶解した。タンパク質溶解液を全量取り、液体
シンチレーションカウンターでタンパク質溶解液中の放射能を測定し、細胞中のタンパク質画
分に取り込まれた PHP-THβC の指標とした。細胞中の遊離アミノ酸画分に取り込まれた PHP-TH
βCとタンパク質画分に取り込まれた PHP-THβC の合計を全細胞画分中の PHP-THβCとした。 
標識された PHP-THβC が細胞中のタンパク質画分や全細胞画分中に検出された場合、糖化ア

ミノ酸に対するトランスポーターやレセプターが存在することが強く示唆される。 
統計処理は、市販統計パッケージ SAS を用いて行った。一元配置分散分析法を用いてアミノ酸

アマドリ化合物濃度の効果を要因分析した後、Tukey の多重比較検定を行った。P＜0.05 で有意
差ありとした。 
 
（３）アミノ酸アマドリ化合物は細胞内で分解可能か？ 
 
 生体内におけるアマドリ化合物は、フルクトサミン-3-キナーゼによって分解される。そこで、
タンパク質源を大豆、小麦、トウモロコシの 3 種類の植物性タンパク質とし、不足する必須アミ
ノ酸を添加または無添加の飼料をニワトリに給与し、浅胸筋、心臓、肝臓、腎臓および大脳にお
けるフルクトサミン-3-キナーゼ遺伝子発現に対する影響を調査した。フルクトサミン-3-キナー
ゼの遺伝子発現を調査するためにリアルタイム PCR を用いてフルクトサミン-3-キナーゼの mRNA
量を測定した。 
統計処理は、市販統計パッケージ SAS を用いて行った。二元配置分散分析法を用いて飼料タン

パク質源の違いとアミノ酸添加の有無を要因分析した後、スチューデントの t 検定を行った。P
＜0.05 で有意差ありとした。 
 
（４）アミノ酸アマドリ化合物は in vivo 筋肉タンパク質合成を促進するのか？ 
 
 ニワトリ血漿中のアミノ酸アマドリ化合物を上昇させることが可能であるか否かを調査する
ために、アラニンーアマドリ化合物を充填した浸透圧ミニポンプを皮下に埋め、フェニルアラニ
ンーアマドリ化合物を 3日間投与した後に血液を採取した。その後、血漿中のアラニンーアマド
リ化合物濃度を高速液体クロマトグラフィー質量分析計により測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）アミノ酸アマドリ化合物は、トランスポーターを介したアミノ酸吸収及びグルコース吸収

を競合抑制するのか？ 
 
タンパク質を構成する 20 種類のアミノ酸のアマドリ化合物がニワトリ胚由来筋管細胞におけ

るタンパク質合成に及ぼす影響について、3H-フェニルアラニンおよび 3H-トリプトファンの 2
種類のトレーサーを用いて実験を行った。 

その結果、3H-フェニルアラニンをトレーサーとして用いた場合、フェニルアラニンーアマド
リ化合物の添加によりタンパク質結合 3H-フェニルアラニンの放射能が有意に低下した。この原
因として、フェニルアラニンーアマドリ化合物による細胞への 3H-フェニルアラニンの取り込み
の阻害が考えられた（Fig. 1）。 



3H-トリプトファンをトレーサーとして用いた場合、アミノ酸アマドリ化合物の添加によるタ
ンパク質結合 3H-フェニルアラニン放射能の有意な低下は認められなかった。この原因としてア
ミノ酸アマドリ化合物は細胞への 3H-トリプトファンの取り込みを抑制しないためであると考
えられた（Fig. 2）。 
タンパク質を構成する 20 種類のアミノ酸のアマドリ化合物がニワトリ胚由来筋管細胞におけ

るグルコース取り込みに及ぼす影響について、3H-2-デオキシグルコースを用いて調査した。そ
の結果、対照区と比較してアスパラギンーアマドリ化合物添加区ではグルコース取り込みが有
意に減少した（Fig. 3）。 
さらに、培養液にアスパラギンーアマドリ化合物を添加した時、ニワトリ骨格筋においてイン

スリン感受性を有する主要なグルコーストランスポーターと考えられているグルコーストラン
スポーター12の遺伝子発現が有意に低下した（Fig. 4）。この結果から、アスパラギンーアマド
リ化合物は、グルコーストランスポーター12 の遺伝子発現を抑制することで筋管細胞へのグル
コースの取り込みを低下させる可能性が示唆された。 

 
（２）アミノ酸アマドリ化合物にトランスポーターやレセプターは存在するのか？ 
 
培養液中の PHP-THβC濃度が 0 から 600μMまで上昇した際に、全てのニワトリ胚由来細胞に

おいて全細胞画分への PHP-THβC の蓄積が直線的に増加した。全細胞画分で PHP-THβC の蓄積
が飽和したことから、PHP-THβCの細胞内取り込みには何らかの輸送体タンパク質が関与してい
ることが示唆された（Fig. 5）。 
培養液中の PHP-THβC 濃度が 0 から 800μM まで増加した際に、タンパク質画分の PHP-THβC

蓄積は直線的に増加し続けた（Fig. 6）。この結果は全細胞画分に取り込まれた PHP-THβCの一
部がニワトリ胚由来細胞のタンパク質画分中に検出されたことを示す最初の知見である。 
これらの結果から、ニワトリ胚由来筋管細胞にはアミノ酸アマドリ化合物を細胞内に取り込

むトランスポーターやレセプターが存在する可能性が示唆された。 

 
（３）アミノ酸アマドリ化合物は生体内で分解可能か？ 
 
異なる植物性タンパク質源を原料とし、不足する必須アミノ酸を添加または無添加の飼料を

ニワトリに給与したところ、浅胸筋、心臓、肝臓および大脳におけるフルクトサミン-3-キナー
ゼ遺伝子発現に対して、異なる植物性タンパク質源による有意な影響および必須アミノ酸添加
の有無による有意な影響は認められなかった（Fig. 7）。しかし、腎臓におけるフルクトサミン
-3-キナーゼ遺伝子発現は、異なる植物性タンパク質源によって有意な影響を受けた（Fig. 8）。 
 これらの結果より、フルクトサミン-3-キナーゼは、ハウスキーピング遺伝子の一つである可
能性が示唆された。 



 
（４）アミノ酸アマドリ化合物は in vivo 筋肉タンパク質合成を促進するのか？ 
 
アラニンーアマドリ化合物を充填した浸透圧ミニポンプを皮下に埋め、フェニルアラニンー

アマドリ化合物を 3 日間投与した後に、血漿中のアラニンーアマドリ化合物濃度を測定したと
ころ、濃度の上昇は認められず、今後新たな投与法の検討が必要であると考えられた。 
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アミノ酸のアマドリ化合物がニワトリ胚由来筋管細胞のアミノ酸取り込み及びタンパク質合成に及ぼす影響

アミノ酸のアマドリ化合物がニワトリ胚由来筋管細胞におけるGLUT12遺伝子発現に及ぼす影響
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生理的濃度のアミノ酸アマドリ化合物がニワトリ胚由来筋芽細胞および筋管細胞のタンパク質合成に及ぼす影響
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