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研究成果の概要（和文）：メチオニンがタンパク質栄養のシグナルとなり肝臓の可欠アミノ酸（セ

リンとアスパラギン）代謝酵素のタンパク質必要量に応答した発現を制御する可能性が示され

た。また、新しい栄養環境への適応にはシグナルの継続性（同じ食環境が継続する）が必要で

あることが示された。さらに、タンパク質栄養への応答性には臓器特異性が有り、可欠アミノ

酸の必要量が臓器によって異なることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：It is suggested that methionine play a signal for protein nutrition 
and regulates the expression of enzymes of dispensable amino acids synthesis in response 
to protein nutrition. To adapt for different protein nutrition, consecutive nutritional signal 
must be required. In addition, the adaptative response of the expression of enzymes to 
protein nutrition is different in respective organs, suggesting that requirement of 
dispensable amino acids differ from organ to organ. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質必要量の基本となるのは「制限ア
ミノ酸」の概念であるが、これには可決アミ
ノ酸が全く考慮されていない。可欠アミノ酸
は必ずしも食事から摂取する必要がないア
ミノ酸と定義されるが、これはその供給を食
餌に依存せず、常に代謝要求量を満たさなけ
ればならないアミノ酸と考えることが出来
る。しかし、可決アミノ酸の供給がどのよう

に担保されているかと言う発想からの研究
は皆無である。申請者は、タンパク質の「必
要量」をキーワードに成長期と成熟期のラッ
トを用いてタンパク質必要量に対する肝臓
アミノ酸代謝酵素の応答を解析してきた。そ
の結果、セリン合成の律速酵素である 3—ホス
ホグリセリン酸脱水素酵素とアスパラギン
合成酵素の肝臓における発現が、単に餌のタ
ンパク質含量に依存するだけでなく、必要量
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に応答して誘導されることを見出し「それぞ
れの組織における可決アミノ酸の代謝は、制
限アミノ酸の充足率に応答して制御される」
と言う仮説を提唱している。本仮説は可決ア
ミノ酸代謝が組織の必要量とそれに対する
制限アミノ酸の充足率に応答して極めて合
理的になされることを示すもので、これが
証明されればタンパク質栄養学に新しい知
見を提供すると共に、不可欠アミノ酸のみ
では十分な成長が得られないことや、アミ
ノ酸インバランスなど、栄養生理学的によ
く知られている現象の機構解明への展開が
期待される。また、最近アミノ酸がサプリ
メントとして摂取されているが、過剰摂取
による弊害が危惧されるようになり、国際
的に安全な摂取量を定めようと議論がなさ
れている。本仮説は、特定のアミノ酸摂取
が、遺伝子発現を介して可決アミノ酸代謝
をかく乱する可能性をも示唆するものであ
り、本研究の成果は安全量策定に当たって、
分子レベルでの知見を与えるものと期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
可決アミノ酸の供給が日常的に起こる栄養
環境の変化に対しどのように担保されてい
るのか、これまで顧みられることはほとんど
なかった。申請者は、「それぞれの組織にお
ける可決アミノ酸の代謝は、制限アミノ酸の
充足率に応答して制御される」と言う仮説を
提唱している。本研究では、アミノ酸代謝酵
素の発現を指標にこの仮説を実証し、その制
御に最近培養細胞を用いた研究で見出され
たアミノ酸応答(AAR)経路が寄与するか否か
を明らかにする事を目的としている。 
３．研究の方法 
（1）タンパク質栄養の認識と可欠アミノ酸
代謝酵素の発現制御	 
成熟ラットを無タンパク質食で飼育した後、
タンパク質食に切り替えてから PHGDH と AS
の mRNA およびタンパク質、ならびに ATF4 タ
ンパク質と eIF2αのリン酸化レベルの変
化を RT-PCRとウェスタンブロット法に
より測定する。次に、タンパク質含量を段
階的に変化させ 12時間後の発現量を比較
する。 
 
（2）タンパク質必要量に応答した
PHGDHと ASの発現 
成熟ラットに無タンパク質食と 25％カゼ
イン食を交互に与え、PHGDH と AS の mRNA お
よびタンパク質を RT-PCRとウェスタンブ
ロット法により測定する。 
 
（3）シグナル分子となるアミノ酸の検索 
カゼインを模したアミノ酸混合食を調製し、
いずれか１種類のアミノ酸を欠失させて与

え、mRNAとタンパク質の発現を比較する。 
また、門脈にカテーテルを留置し、タンパ
ク質の摂取に伴う門脈血中アミノ酸濃度の
経時変化を測定する。 
 
（4）タンパク質栄養と各種臓器における
PHGDH、ASの発現 
成長期のラットに 6％、25％、50％カゼイ
ン食を与え、肝臓、小腸、骨格筋、精巣、
胸腺、脳、腎臓、心臓、脾臓、骨髄におけ
る両酵素の mRNAとタンパク質量を測定 
 
４．研究成果	 
（1）タンパク質栄養の認識と可欠アミノ酸
代謝酵素の発現制御	 
タンパク質栄養の変化が可欠アミノ酸代謝
酵素の発現に与える影響を明らかにするた
めに、成熟ラットを無タンパク質食で飼育し、
AS と PHGDH を誘導した後に、25％カゼイン食
に切り替え、その後の摂食量と両酵素の mRNA
と酵素タンパク質の経時変化を調べた。	 

図 1．摂食後の PHGDH と AS	 mRNA の経時変化	 

	 
その結果、驚くべきことに再摂食後 1時間後
にはすでに両酵素とも mRNA レベルの減少が
見られ、2時間後にはすでに 12 時間後と同等
のレベルまでにまで発現が抑制されていた
（図 1）。	 また、このときの摂食量をみると、
再摂食後 1時間では 2.3±1.5	 g であり、1 日
の摂食量およそ 20	 g の約 1/10 程度であった
（表１）。	 

表 1．摂食量の経時変化	 

	 
このことは摂取したタンパク質量ではなく、
食餌に含まれるタンパク質含量の変化を認
識して、肝臓での両酵素遺伝子の発現制御の
シグナルが摂食後即座に切り替わることを
示している。そこで次に、タンパク質含量を



変化させて検討した。	 
その結果、図２に示すように、両酵素のｍRNA
の発現はカゼイン含量に依存して減少し、
12％カゼイン食でほぼ抑制された。成熟ラッ
トのタンパク質必要量はカゼイン含量 10％
の餌で満たされることから、このことからも
必要量に応じて発現が制御されることが示
された。	 

図 2．食餌カゼイン含量と PHGDH と AS	 mRNA の発現	 

	 
しかし、このときの酵素タンパク質量は mRNA
の変化と一致せず、餌を切り替えてから２４
時間を経てから、初めてその発現レベルに減
少が見られるようになった（図 3）。	 

図 3．摂食後の PHGDH と AS	 タンパク質の経時変化	 

	 
ところで、培養細胞を用いた実験からアミノ
酸飢餓のシグナル伝達経路として、アミノ酸
応答（AAR）経路が見出されており、AS はこ
の経路の標的遺伝子の一つであることが知
られている（図	 4）。	 

	 
しかし、この経路が生体内で機能するか否か
は知られていない。そこで、AS の発現変動に
アミノ酸応答（AAR）経路が関与するか否か
を、ASプロモーターに結合する転写因子 ATF4
と、その上流に位置する eIF2αのリン酸化レ
ベルの変化をそれぞれの抗体を用いたウェ
スタンブロット法により測定することで検
討した。ATF4 は肝細胞核の抽出液を調製し検
出を試みたが、検出することは出来なかった。
一方、eIF2αのリン酸化レベルは、タンパク

質食摂取後１２時間でもほとんど変化が見
られなかった。これらの結果から、肝臓にお
ける AS の発現制御に AAR 経路の関与はない
ものと考えられた（図 5）。	 

	 
（2）タンパク質必要量に応答した PHGDH と
AS の発現	 
	 これまでの結果から、両酵素の mRNA は餌
のタンパク質含量を認識して制御され、必要
量以上ではその発現が抑制されることが明
らかになった。しかし、酵素タンパク質レベ
ルと mRNA の変化とは一致せず、タンパク質
栄養の認識とタンパク質栄養への適応の間
にギャップがあることが示された。そこで、
次にタンパク質栄養の認識と適応との関連
を無タンパク質食とタンパク質食を交互に
与えることで調べてみた。	 
図 6は 25％カゼイン食と 0％カゼイン食を交
互に与え 1 週間後に肝臓における両酵素の
mRNA とタンパク質含量を示している。	 

	 
PHGDH、AS の mRNA は共に 0%カゼイン食を与
え続けた群では高い発現を示すが、25%カゼ
イン食を与え続けた群での発現は強く抑制
される。一方、0%カゼイン食と 25%カゼイン
食を交互に与えた群では、最後に 0%カゼイン
食を与えた場合（０→２５）に PHGDH と AS
の mRNA の高い発現が見られ、25%カゼイン食
を与えた場合（２５→０）の発現は抑制され
た。AS のタンパク質発現量は共に 0%カゼイ
ン食を与え続けた群では高い発現を示しめ
したが、25%カゼイン食を与え続けた群での
発現量は非常に低くった。一方、0%カゼイン

Casein content (%) Casein content (%) 

図 4．アミノ酸応答(AAR)経路の概略	 

 

図 6. 25％カゼイン食と 0％カゼイン食を交互に与え
た時の PHGDHと ASの mRNA（上）とタンパク質
（下）の発現量の関係 

図 5. 0％カゼイン食から 25％カゼイン食に切り替え
た時の eIF2αのリン酸化 



食と 25%カゼイン食を交互に与えた群では、
屠殺時の mRNA の発現量に関わらず、0%カゼ
イン食を与え続けた群と 25%カゼイン食を与
え続けた群の中間の発現量となり、かつ、両
群に差は見られなかった。	 
次に 0%カゼイン食と 25%カゼイン食を
0→0→25、25→25→0 のように 1 週間与えて
から順次と殺し、mRNA とタンパク質量を測定
したところ、mRNA の発現量は前日に与えた餌
に依存し、0%カゼイン食を与えた時はその発
現が増加し、25%カゼイン食を与えた時は減
少した。しかしこの間、タンパク質の発現量
はほぼ一定で変化せず、かつ 0→0→25%群の
方が、25→25→0%群より高い発現量を示めし
た（図 7）。	 

	 
これまでの考えでは、栄養素の代謝酵素は体
内の栄養環境の変化に適応してその発現が
変動すると考えられてきた。今回の結果は栄
養素の摂取量ではなく、餌に含まれる栄養素
の含量を認識して発現が制御され、代謝への
適応は、そのシグナルが一定期間持続するこ
とが必要であることを示している。これは、
酵素タンパク質の半減期が mRNA の半減期よ
り長いことによるものと考えられる。近年、
栄養素が単に生体の構成素材としてだけで
はなく、シグナルとしての性質を持つことが
明らかにされつつある。しかし、そのほとん
どは培養細胞を用いてなされ、摂食にともな
うシグナルの性質は未だ知られていない。一
般に新しい栄養環境への適応には数日かか
ることが知られているが、本研究での知見は
シグナルとしての栄養素の認識機構と栄養
環境への代謝適応機構を分子レベルで初め
て示したものである。	 
	 
（3）シグナル分子となるアミノ酸の検索	 
次に、アミノ酸がタンパク質栄養のシグナル
となるか否かを検討した。12％のカゼインを
模したアミノ酸混合食とその中から 1種類の
アミノ酸を欠失させた餌を調製し、無タンパ
ク質食で AS と PHGDH を誘導したラットに与

え 12 時間後の mRNA レベルを測定した。	 

図 8	 に結果の一例を示すが、Met を欠失さ
せると無タンパク食を与えた場合と同様に
mRNA の減少は見られなくなった。これと逆に
カゼイン食で飼育しておいてから、1 種類の
アミノ酸を欠失させた餌を与えところ、やは
り Met を欠失させた餌のみが無タンパク質食
と同様に AS、PHGDH を誘導した。このような
減少は他の不可欠アミノ酸や可欠アミノ酸
では見られなかった。以上のことから Met が
タンパク質栄養のシグナルとなり、AS と
PHGDH の発現を制御する事が示唆された。ア
ミノ酸混合食から 1種類の不可欠アミノ酸を
欠失させた食餌の栄養価は、化学価から見る
と無タンパク質食と同様０となるが、生物価
はアミノ酸によって異なることが知られて
いる。つまり、Met を欠失させた餌は無タン
パク質食と同様の生物価になるが、Leu を欠
失させてもあまり生物価は低下しない。これ
は Met の代謝要求量が他の不可欠アミノ酸に
比して高いことによると考えられる。従って、
生物価に最も大きく影響する Met がタンパク
質栄養のシグナルとして機能することは十
分考えられる。	 
Met がシグナルとなるなら、Met の血漿濃度
が摂食に伴い変動することが考えられる。こ
の可能性を明らかにするため、ラットの肝門
脈にカテーテルを留置しフリームービング
で採血する方法を開発し、摂食に伴う門脈ア
ミノ酸濃度の経時変化を測定した（図 9）。	 

図 8. アミノ酸欠失食を与えたときの PHGDHとAS 
mRNAの発現 

図 7. 25％カゼイン食と 0％カゼイン食を交互に与え
た時の PHGDHと ASの mRNA（上）とタンパク質
（下）の発現量の関係 

図 9．門脈カテーテル	 血栓を防止するためウロキナ
ーゼコーティングチューブを用いてカテーテルを作

成し、腸側から門脈へカテーテルを挿入した。カテ

ーテルは小腸をくぐるようにして腹部前面に通し,背
中の皮下を通して後頭部から出し、ハーネスで固定

して自動採血装置に接続した。  
 



	 
図 10 は 12 時間絶食させた成長期のラットに
0、6、25、50％カゼイン食を与えた後の血糖
値と Met の経時変化を示したものである。血
糖値は摂食後直ちに上昇し、10 分で最大とな
るがタンパク質含量の低い（糖質含量が高い）
餌ほど、高い値を示し、0％カゼイン食では
50％カゼイン食の約 3倍となった。一方、Met
の濃度も摂食後 10 分ですでに上昇し始め 30
分でほぼプラトーとなる。また、濃度変化は
タンパク質含量の多い餌ほど著しく３０分
後には 25％カゼイン食でおよそ２倍、50％カ
ゼイン食では 4倍となっている。この結果は、
摂食後の門脈血 Met の血漿濃度の変化がシグ
ナルとなる可能性を示唆している。	 
	 
（4）タンパク質栄養と各種臓器における
PHGDH、AS の発現	 
PHGDHとASは様々な臓器で発現することが報
告されている。しかし、それらの臓器におけ
る発現とタンパク質栄養の関係は知られて
いない。そこで、これら臓器の発現がタンパ
ク質栄養によって影響を受けるか否かを成
長期のラットに 6％、25％、50％カゼイン食
を与え、肝臓、小腸、骨格筋、精巣、胸腺、
脳、腎臓、心臓、脾臓、骨髄における両酵素
の mRNA とタンパク質量を測定した。その結
果、いずれの臓器においても mRNA とタンパ
ク質の発現量はほぼ一致した動きを示した
が、臓器によってその発現パターンは異なる
ことが明らかとなった（図 11）。	 

例えば小腸と骨格筋は、タンパク質栄養に対
し、肝臓と同じ応答を示し、必要量以下の低
タンパク質食で誘導され、必要量を超えると
その誘導は抑制された。一方、精巣、胸腺、
脳では PHGDH、AS ともタンパク質栄養の影響
を受けなかったが、常に 6％カゼイン食の肝
臓と同等の強い発現を示した。腎臓と心臓も
タンパク質栄養の影響は受けないが、PHGDH
は強く発現するが、AS は弱い発現を示した。
興味深いことに、脾臓と骨髄の AS はタンパ
ク質含量の増加に伴いその発現量も高くな
ったが、PHGDH の発現はタンパク質栄養の影
響を受けず常に高い発現を示した。このこと
は、臓器によってセリンとアスパラギンの必
要量が異なり、また、その供給を血液に依存
するものと de	 novo	 に合成するものとに別れ
ることが示唆された。	 
	 
(5)	 今後の展開	 
本研究の結果は、タンパク質栄養の認識は摂
取した栄養素の量ではなくて、食事に含まれ
るタンパク質含量、おそらくは Met 量がシグ
ナルとなり認識される可能性を示唆してい
る。そのシグナルは摂食とともに認識され直
ちに代謝酵素の遺伝子の発現を制御するも
のと考えられる。しかし、mRNA 量の変化に対
し、酵素タンパク質の変化は遅れて起こる。
このことからタンパク質栄養のシグナルは
摂食とともに認識されるが、代謝応答が起こ
るのは同じ食環境が継続することが必要で
あることを意味している。つまり質の認識は
栄養素の濃度でなされ、量の認識はそのシグ
ナルの継続性でなされると考えることが出
来る。このような発想はこれまでの研究には
なく、今後、栄養素の認識と制御機構を解明
する上で異なった視点からの新しい展開が
期待できる。	 
	 肝臓はアミノ酸代謝の中心臓器で有り、ア
ミノ酸代謝酵素が食事からの供給量に依存
してその発現を変化させることは合理的で
ある。一方、各臓器における発現は、臓器に
よって異なることが本研究によって明らか
となった。これは各臓器の必要量に応じて代
謝酵素が制御されると言う申請者の仮説の
一部を証明しているものの、必ずしも制限ア
ミノ酸の充足率に応答するという事ではな
いことを示している。一方、この知見を基に、
臓器特異的なノックアウトあるいはノック
ダウンの手法を用いた研究を展開すれば、可
欠アミノ酸の未知の生理的機能が明らかに
なるものと期待できる。	 
	 近年がん細胞の増殖にセリン、アスパラギ
ンの de	 novo合成が必須であることが報告さ
れ、PHGDH や AS をターゲットとした治療薬が
模索されている。本研究結果はこれらの酵素
の発現は臓器によって異なることを明らか
にしており、治療薬を開発するに当たって有

図 10	 異なるカゼイン含量の食餌を与えたときの門
脈血漿中のメチオニン濃度と血糖値の経時変化	 

図 11．異なるカゼイン含量の食餌を与えたときの各
臓器における PHGDHと ASタンパク質の発現量。 
各画像の下段は内部標準として用いたグリセロアル

デヒド 3リン酸脱水素酵素の発現量を示す。また、
ポジティブコントロールとして、6％カゼイン食を与
えたときの肝臓での発現を左端に示している。 
 



用な知見を提供するものと考えられる。	 
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