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第l章序論

1-1. 糖質の代謝

糖質は生物にとって主要なエネルギー源である。従属栄養生物である動物にとって、摂食

からのエネルギー供給は非常に重要である。食餌性の糖質は主にデ、ンプン（グ、／レコースの重

合による高分子）の形で摂取される。摂取されたデンプンは消化管を通過する間に消化酵素

によって分解され、グルコースの形で小腸から吸収される。吸収されたグルコースは血液中を

循環し、グソレコースが細胞内に取り込まれると、解糖系および TCA回路によってエネルギーの

直接的な供給源であるアデ、ノシン三日ン酸（Adenosine廿iphosphate: ATP）に変換される（Uldry

and Thorens, 2004; Chen and Russo, 2012）。

血液を循環するグルコースの動態は、血中グルコース濃度（血糖値）に反映される。グ、ノレコ

ースの消費やグ、ノレコースの貯蔵形態であるグ、リコーゲンの合成によって血糖値は低下し、食

餌やグVコーグン分解によってグ〉レコースが供給されれば血糖値が上昇する。グリコーゲンは

グルコースが脱水縮合した重合体であり、血糖値の低下や激しい運動によって分解されて、グ

ルコースを供給する。一方で、血糖値の上昇によってインスリンが分泌されるとグ、リコーグンの合

成が行われる（Takagi and Manabe, 2014）。エネルギー源であるグルコースは、動物の体内で

は一定の濃度に保たれている。エネルギーの枯渇は生命維持の危機に直結する。そのため、

絶食時にはグリコーゲンを分解し血糖値を維持するが、長時間の絶食 などに陥るとグ、リコーゲ、

ンの分解で供給できる範囲を逸脱する。そこで動物は、糖質以外の化合物からグルコースを

合成する能力を有しており、この合成を糖新生と呼ぶ。糖新生では、解糖系におけるグルコー

ス分解物である乳酸や、タンパク質分解によって供給されるアミノ酸、脂質代謝によって供給さ

れるグ、リセロールなどが原料として利用される（Adeva et al., 2012）。血中のグルコースの消費

および供給は、多くのホルモンによって制御されている。中でもインスリンとグノレカゴンはグルコ

ースの消費と供給を司る最も主要なホルモンである（Braun and Sweazea, 2008）。インスリンは

血糖値の上昇を刺激として目撃臓の B(p）細胞から分泌され、筋肉や脂肪組織でのク守ルコース

取り込みを促進する。細胞内へと取り込まれたグルコースは、解糖系によって分解される。また、

肝臓ではグリコーゲンの合成を促進し、血糖値の低下を促す。一方、グルカゴンは血糖値の

低下に応答して酵臓の A（α）細胞から分泌される（Braun and Sweazea, 2008）。グルカゴンは、

肝臓におけるグリコーゲンの分解と糖新生を促進し、血糖値の上昇に寄与する。このように、イ

ンスリンとグ’ルカゴンは作用が措抗している。

ニワトリの血糖値は250 mg/di前後である（Hazelwood皿dLo田nz,1959）。ヒトでは空腹時血

糖が126 mg/diを超えると糖尿病が疑われることからも（American Diabetes Association, 2010）、

ニワトリの血糖値は極めて高いと言える。ニワトリに限らず多くの鳥類は、空腹時血糖値が日甫乳

類の1.5 から3倍程度ある。さらに24時聞から48時間の絶食下であっても、血糖値は10-15%

しか低下しない（Hazelwood, 1999）。絶食時における血糖値の変化は、絶対量としては低下
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するものの、体重当たりで、換算すると血糖値はほぼ一定を示すことが明らかとなっている。

(Hazelwood, 1999; Simon and Rosselin, 1979）。

日常乳類、鳥類を問わず、血糖値の調節に重要な器官は牌臓である。前述したとおり、勝臓

からは血糖値をコントロールするホルモンが分泌される。勝臓にはランゲルハンス島と呼ばれ

る内分泌細胞が存在し、A（α）細胞、B（�）細胞、D(o）細胞、品目胞、pp細胞の 5つが知られて

いる(Jain and Lammert, 2009）。このうち、血糖値のコントロールに大きく関わるのは、グノレカゴ

ンを分泌する A（α）細胞、インスリンを分泌する B（�）細胞、そしてグルカゴンおよびインスリン

の分泌を抑制するソマトスタチンを分泌する D（δ）細胞である （Dubois, 1975）。

1-2. トリプトファン

トリプトファンは生体を構成するタンパク質の基質となる 20種類のアミノ酸のIつであり、必

須アミノ酸のlつでもあるが、タンパク質中含量や血中における存在量が最も少ないアミノ酸で、

もある（Sainio et al., 1996）。しかしながら、トリプトファンはタンパク質の基質としてだけではなく、

摂食行動（Lacy et al., 1986）に関与する他、情動行動（Silber and Schmitt, 2010）および免疫

反応（Munn et al., 1998; MacKenzie et al., 2007）を調節する役割も担う 。トリプトファンやトリプト

ファン代謝産物は様々な生理的機能を有しており、これまでに数多くの研究が行われてきた。

古くは Sidransky ら （1968）が肝臓におけるタンパク質合成の促進作用を報告し、以後多くの

研究がこの結果を支持している（Rothschild et al., 1969; Ponter et al., 1994）。肝臓において生

産される主要なタンパク質に血紫タンパク質がある。トリプトファンは他のアミノ酸と異なり、血中

では主に血策タンパク質のIつで5あるアルブ‘ミンと結合して循環しており（Pardridge, 1979）、遊

離状態で存在するトリプトファンは 10-20%程度と見られている。

トリプトファンは神経伝達物質の一つであるセロトニン（5-Hydroxytryptamin）の前駆体で、ある。

セロトニンは、主に脳内で働くインドールアルカロイドであり、摂食行動（Schwaはz et al., 2000）、

うつ病（Nestler et al., 2002）への関与の他、消化器機能、情動および血行動態を調節する神

経伝達物質でもある（Le Floc'h et al., 2011）。さらにセロトニンはメラトニンへと変換され、睡眠

や概日リズムに関与することが知られている（Reiter, 1991; Maestroni, 1993）。また、トリプトファ

ンは Nーホルミノレキヌレニンの前駆体でもあり、N”ホルミルキヌレニンはアリールホルムアミダー

ゼによってキヌレニンへと変換される。キヌレニンは更なる酵素反応によって， N”メ チノレ心ーア

スパラギン酸 （N- methyl- D- aspartate :NMDA）型受容体のアンタゴニストであるキヌレン酸およ

び NMDA 型受容体のアゴ、ニストとして働くキノリン酸など、の代謝産物へと変換される。キノリン

酸は更にニコチンアミドアデ、ニンジヌクレホチド （Nicotinamide adenine dinucleotide: NAD) 

へと転換され、多くの酸化還元反応の電子受容体、あるいは水素受容体として作用している

(Ball et al., 2009; Oxenkrug, 2010）。更にトリプトファンからのキヌレニン異化がアルツハイマー

患者で允進するなど（Widner et al., 2000）、脳機能との関与も報告されている。トリプトファンの

異化経路の主たるものはこの2つであり、それぞれセロトニン経路および、キヌレニン経路と呼ば
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れる。トリプトファンの 90%以上がキヌレニン経路で代謝されるという報告もある（ Gal阻d

Sherman, 1980; Oxenkrug, 2007; Fig. I）。

以上のように、トリプトファンは存在量が少ないながらも多くの生理的機能を有しており、生

体にとって重要な必須アミノ酸である。しかしながら、肝臓、脳、消化器官および免疫細胞にお

けるトリプトファンの代謝および生理的役割は数多く研究されているものの、筋肉のタンパク質

代謝に及ぼす影響を調べた研究はさほど多くない。また、上述したセロトニン経路およびキヌ

レニン経路におけるトリプトファン代謝に関する研究は広く行われているものの、トリプトファン

の非酵素的な化学反応による分解経路に関する報告は見当たらない。トリプトファンおよびトリ

プトファン代謝物が持つ生理的役割の包括的な解明は、畜産物の生産性を向上させる可能

性を秘めており重要であると考えている。

1-3. 糖化反応

1900年代の初めに、グルコースとアミノ酸が非酵素的な化学反応を起こし、茶色の色素を

持つ化合物を形成することが発見された（Maillard, 1912）。これはメイラード反応、もしくは非

酵素的糖化反応と呼ばれる反応であり、タンパク質やアミノ酸などのアミノ基と、グルコースな

どの還元糖が持つカルボニル基が脱水縮合を起こす。メイラード反応は一般的に食品の調理

および貯蔵中に進行し香気成分に寄与する一方で、タンパク質の消化率の低下などを招き栄

養学的価値を損なうと言う報告もある（Tessier and Birlouez-Aragon, 2012）。非酵素的糖化反

応は食品中のみならず、生体内でも起こる化学反応であり、特に糖尿病患者のように恒常的

な高血糖状態では非酵素的糖化反応生成物が多く産生される（Ulrich and Cerruni, 2001）。高

血糖は最終的に網膜症、腎症、神経症などのいわゆる糖尿病の三大合併症を誘発するととも

に、動脈硬化や心不全などによる死亡リスクを高 める。例えば、非酵素的糖化反応によって血

疑タンパク質のアルブミンにグ、ノレコースが結合したグリコアルブ、ミンは、死亡リスクの推定に用

いられる（Freedman et al., 2011）。

これら糖尿病合併症の原因物質はいくつか推定されており、グルコースの代謝産物である

ツルピ、トールの蓄積や脂質酸化など、の他に、タンパク質の非酵素的糖化反応によって形成さ

れる終末糖化産物（AGEs: Advanced gycation end- products）が挙げられている。AGEsの形成

は大きく初期段階反応と後期段階反応の 2つの段階反応に分けられる。まず、グ、／レコースとタ

ンパク質がシッフ塩基を形成した後、 アマドリ転位によって アマド、リ 化合物を形成する

(Amadori, 1925）。ここまでを初期段階反応と呼ぶ。初期段階反応で形成されたアマドリ化合

物は後期段階反応で酸化、脱水、縮合などの複雑な反応経路を経て褐色や蛍光を特徴とし

た化合物を形成する（Fig. 2）。これらの化合物が AGEs と呼ばれ、架橋によるタンパク質の機

能喪失や AGEs受容体（R eceptorfor AGEs; RAGE）からのシグナル伝達による細胞応答など

様々な特徴を示す（Brownlee, 200 I; Singh et al., 2001; Goh and Cooper, 2008; Zhang et al., 

2009）。RAGE を過剰発現させたトランスジェニックマウスでは糖尿病腎症が進行し（Price et 
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al., 2006）、逆に RAGEノyクアウトマウスでは糖尿病腎症の発症が予防されたことからも

(Pande et al., 2011）、AGEsが糖尿病合併症の一因となることが示唆されている。さらにRAGE

は AGEの結合によって転写因子である NF-KB (Nuclear factor-kappa B）を活性化する

(Bierhau s et al., 2001）。活性化したNF-KB によって炎症性サイトカインであるインターロイキン

の遺伝子発現が場加し、血管炎症の惹起や血圧の上昇を引き起こすことが知られている

(Reddy and Beyaz, 2006; Kierdorf and Fritz, 2013）。上記のように、AGEsの生理的機能に関

する研究は広く行われている。その一方、アミノ酸の非酵素的糖化反応化合物に関しての知

見はほとんど見当たらない。非酵素的糖化反応はグルコースのカルボニノレ基とアミノ基が結合

する反応であるため、アミノ酸も非酵素的糖化反応の基質となる。グルコ｝スと必須アミノ酸の

lつであるトリプトファンの間で非酵素的糖化反応が起こると、グルコースートリプトファンシッフ

塩基を形成した後、2つの化合物を形成する。I つは先述したタンパク質でも起こるアマドリ転

位によってグ、ルコース ートリプトファンアマドリ化合物が形成される。もう l つはピクテ・スベンダー

ラー反応によって（ IR,38）ート（D-gluco- Iム3,4,5- pentahydroxypentyl) -Iム3 ,4・te仕油ydro­

�－carboline-3- carboxylic acid (PHP-TH�C）が形成される（Roper et al., 1983; Riinner et al., 

2000; Fig. 3）。PHP-THPCはインドール骨格にピリジンが結合したp －カノレボリンの一 種である。

グルコース トリプトファンアマドリ化合物および PHP－百IPC は共にインドールアルカロイドに

分類される。アルカロイド、は多くの植物に含まれ、植物毒に代表されるように強い生理活性を

有するものが多い（Cao et al., 2007）。同じくトリプトファン由来で、動物におけるインドールアル

カロイドにはセロトニンおよびメラトニンがある。ヒトにおいて空腹時血糖値が 126 mg/di （約 7

mM）を超えると糖尿病が疑われるが、ニワトリは高血糖（約 15 mM 、ヒトの 2倍以上）を特徴と

する動物である（Hazelwood and Lorenz, 1959）。また、ヒトに比べて高体温（約42℃）でもある

ため、上記で述べた非酵素的糖化反応が起こりやすいことが報告されている（Klandorf et al., 

1995; Iqbal et al目，1999）。しかしながら、アミノ酸の非酵素的糖化反応によって生成されたアマ

ドリ化合物およびインドールアルカロイドの生理的濃度や生理機能に関する研究はほとんど行

われていない。

1-4. タンパク質代謝

動物の成長は栄養によって大きく左右される。特に栄養素の一つで、あるタンパク質は、動物

の成長や発達に大きく関与している。タンパク質は酵素や生理活性物質の合成素材として不

可欠なものであると同時に、体組織の構成物でもある。体タンパク質の約半分が骨格筋のタン

パク質であり、その骨格筋は体重の4 0～5 0%を占める主要な体組織である（S組合i,201 0）。そ

のため骨格筋の発達は動物の成長へ大きく影響しており、さらに筋肉は家畜および家禽にお

ける主要な畜産物である。

動物に給与する飼料のタンパク質含量の違いが、尿中に排f世される窒素含量に大きく影響

を及ぼすという事実から、Folin ( 19 05）は2種類のタンパク質代謝が存在すると仮定した。1つ
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は食餌タンパク質の影響を受けて変動する外因性代謝、もう1つは食物に影響を受けず生命

維持に不可欠な内因性代謝である。しかしながら、この概念は Schoenhe加er らの実験（1939)

によって打ち破られた。Schoenheimerらは1'Nで標識したロイシンを含む食餌を成熟ラットに摂

取させ、排f世物と組織を分析した。実験期間に体重の変化が観察されなかったにもかかわら

ず、筋肉、心臓、肝臓、腸管、腎臓、牌臓など、あらゆる体高邸哉に1'N が取り込まれていた。つ

まり、体タンパク質量が変化していないので、食餌からのアミノ酸が新たなタンパク質として取り

込まれた分、同じ量のタンパク質がアミノ酸へと分解、排池されたこととなる。このことから体タ

ンパク質の外因性代謝と内因性代謝は明確に区別されるものではなく、体タンパク質はあらゆ

る組織で合成と分解を繰り返す動的状態にあることが示された（Schoenheimer and Rittenberg, 
1940 ）。このように、タンパク質が合成と分解を繰り返すことをタンパク質の代謝回転と呼び、タ

ンパク質栄養を考える上で最も基本的かつ重要な考え方である（Garlick and Millward, 1972; 

Young and Ajami, 1999; Fig. 4）。

生体内に存在するアミノ酸は主に3つのノレートに由来する。第一に体タンパク質の分解によ

る供給、第二に食餌からの供給、そして第三に体内で生合成される非必須アミノ酸の供給で

ある。これらのアミノ酸はタンパク質合成の基質として用いられる。細胞内におけるタンパク質

の合成は、核内に存在するDNAの塩基配列をメッセンジャ－RNA(m貯�A）に転写することか

ら始まる。細胞質に出てきた mRNAは、粗面小胞体上のリボソームと結合し、m貯�Aの塩基配

列（コドン ）に対応したアミノアシノレートランスファー陪�A(Aminoacyl-t貯�A）と結合する。個々

のアミノアシノレ”tRNAは特定のアミノ酸を運倣し、このアミノ酸は mRNAの情報に基づき一定

のアミノ酸配列で結合する。これを翻訳と呼び、アミノ酸はペプチド結合によって直鎖状のポリ

ペプチドを形成する。ペプチド結合とは、アミノ酸同士が一方のカルボキシル基と他方のアミノ

基との聞で脱水縮合によって形成される結合である。合成されたポリペプチドは最終的に

mRNAから遊離し、様々な修飾を受けて機能を持ったタンパク質になる。

一方、飢餓状態ではタンパク質合成よりもタンパク質分解が充進することが知られている。こ

れは自身の体タンパク質を分解することによりアミノ酸を補給するためであり（Millward et al., 

1976; Levine and Klionsky, 2004）、再給餌を行うとタンパク質分解が抑制されることが示されて

いる（Kee et al., 2003）。このように細胞内における体タンパク質の分解は不要なタンパク質の

除去だけでなく、不足したアミノ酸を供給するという役割も担っている。細胞内には数多くのプ

ロテアーゼが存在し、それだけにタンパク質の分解機構も複雑である。大きくタンパク質分解

のメカニズムを分類するとタンパク質の分解はカルパイン系、オートファジー・リソソーム系、ユ

ピキチン・プロテアソーム系の3つの系で行われている（Jackman and Kandarian, 2004）。この3

つのタンパク質分解系にはそれぞ、れ特徴があり、カルパイン系およびユピキチン・プロテアソ

ーム系は選択的なタンパク質分解を、オートファジー・リソソーム系は非選択的なタンパク質分

解を行う。まず、カルパイン系は Ca2+依存性のタンパク質分解酵素であるカノレパインによって

細胞内タンパク質を分解する。カノレパインには 2 つのアイソフォームが存在し、それぞれμーカ

ルパインおよび mーカルパインと呼ぶ。この2 つのカノレパインはCa2＋の要求量が異なり、それぞ
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れ凶fおよび mMのCa2•濃度を要求する（Thompson and Palmer, 1998）。カルパインが分解す

るタンパク質に は特異性があり、筋線維タンパク質であるチチン（T itin）、 ピ ンキュロン

(Vinculin）およびネブYン（N ebulin）を分解するが、アクチン（A ctin）およびミオシン（M yosin)

は分解されない（Thompson and Palmer, 1998; Jackm an and Kandarian , 2004）。次に、ユピキチ

ン・プロテアソ｝ム系も選択的なタンパク質分解を 行う系である。ユピキチンが複数結合したタ

ンパク質（ポリユピキチン化タンパク質）をプロテアソームが分解する。ユピキチンの結合および

プロテアソームによるタンパク質分解には ATPが必要とされるため、ユピキチン・プロテアソー

ム系はATP依存性のタンパク質分解系であると言える。ユピキチンの結合には EI（ユピキチン

活性化酵素）、E2（ユピ、キチン結合酵素）、E3（ユビキチン連結酵素）の 3つの酵素が関与して

おり、ユピキチンの C末端にあるグリシンのカルボニル基と標的タンパク質のリジン残基のアミ

ノ基が結合する。プロテアソームは20S プロテアソームと 19S複合体が結合したプロテアーゼ

である。20Sプロテアソームは7つのαサフ守ユニットと7つのFサブ、ユニットが2つ ずつ組み合

わさったリンク守状のタンパク質である。20Sプロテアソームと 19S複合体の複合体は26Sプロテ

アソームと呼ばれ、ポリユピキチン化したタンパク質を ATP のエネルギーを用いて分解する

(Nury et al., 2007）。オートファジー・リソソーム系は非選択的なタンパク質分解系である。栄養

飢餓状態などで誘発され、細胞内のタンパク質を分解し、遊離アミノ酸を増やして再利用する

ことが目的の一つであると考えられている。まず 、隔離膜と呼ばれる脂質二重膜によって細胞

内のタンパク質を包み、オートファゴソームと呼ばれる構造体を形成する。オートファゴソーム

は加水分解酵素を含むリソソームと結合し、オ｝トファゴソーム内のタンパク質を分解する

(S andri, 2010）。

アミノ酸はタンパク質の構成成分であるが、アミノ酸自体が筋肉タンパク質代謝を調節するこ

とも知られている。特に分岐鎖アミノ酸であるロイシンに関する研究が盛んである。分岐鎖アミ

ノ酸のlつであるロイシンは mRNA 翻訳開始段階において、翻訳開始因子E ukaryotic

tran slation in itiation factor 4E (eIF4E）を活性化することによりタンパク質合成を促進する機能

を有している（Dodd and Tee, 2012; Duan et al., 2015）。eIF4Eには、4EBP(4E B inding protein) 

と呼ばれる結合タンパク質が存在し、ロイシンは 4EBPのリン酸化を誘導し、eIF4E から4EBP

の解離を促すことで、eIF4Eを活性化させることが報告されている（ B olsteret al., 2004; Crozier 

et al., 2005; Kim ball叩dJefferson , 2006）。

以上のようにタンパク質代謝回転に関する研究は古く から行われ、その調節メカニズムが

次々と明らかになっている。筋肉は家畜および家禽の主な畜産物であり、その筋肉タンパク質

代謝を明らかにすることは生産性を向上させる上で欠か せない研究である。

ト5.βカルボリン

アルカロイドは植物に多く含まれる、窒素含有複素環を持つ化合物の総称である。大部分

のアルカロイドは塩基性を示し、様々な生理活性物質として働くことが知られている（Caoet al., 
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2007）。植物由来のアルカロイドの例としてとして、モルヒネ、コカイン、カフェイン、ニコチン、ジ

ャガイモの芽に含まれる毒であるソラニンおよびトリカブ、トの主な毒成分であるアコニチンなど

が挙げられる。インドール骨格を持つアルカロイド（インドールアルカロイド）の中で、さらにピリ

ジンが結合した � －カルボリン骨格を持つ化合物群を pーカノレ＊Yン類と呼ぶ（Allen and 

Holmstedt, 1980）。糖化トリプトファンの一つである P田ーT邸C はこのFーかレボリン類に属する。

� －カルボリン類の化合物は窒素を含む六員環（三環構造の右側 ）の飽和度によって分類さ

れる（Fig . 5 ）。例えば、窒素含有六員環が不飽和結合のみの場合は全芳香族F ーカルボリン

（�Cs）と呼び、一部または完全に単結合で構成される場合はそれぞれジヒドロー� －カルボリ

ン（DH�Cs）またはテトラヒドローp －カノレボリン（ THP Cs）と区別される。また、p －カノレボリン骨

格に様々な側鎖が結合することで、多様な生理機能を持つ Fーカノレボリン誘導体となる

(Herraiz, 2000; Cao et al., 2007）。

p －カノレボリン類の生理的および薬理的作用は古くから薬として利用されている。中東と北

アフリカでは、Peganumhan即l a (Zygophyllaceae, Syrian Rue）から単離されたFーカルボリン

が通経薬および堕胎薬として用いられてきた（Cao et al., 2007）。また、Pーカノレボリンを含むア

マゾン流域の植物は幻覚剤jや嘆ぎたばことして広く使われ、Peganum hαrmalaの種子抽出物

は、中国北西部で何百年もの問伝統的に、消化器系のガンおよびマラリアの治療に使われて

きた（Chenet al., 2004; Cao et al., 2007） 。この様に多様な生理機能を持つFーカノレボリンは、

その薬理作用が注目され、様々な植物、食品、海洋生物、昆虫および晴乳類などからの単離

や全合成に多くの研究者が取り組んできた。また、ノノレノVレマン（Norharman）およびハルマン

(Harman）などの p －カノレボ、リンの特徴や食品中における F』カノレボリンの存在量が報告され

ている（Pfau and Skog, 2004）。

p －カノレボリンの持つ主な生化学的特徴として、細胞周期の回転に関与するサイクリン依存

性キナーゼ（CDK）活性、DNA鎖を切断するトポイソメラーゼおよびモノアミン酸化酵素（MAO)

の阻害、DNA二本鎖の聞に入るインターカレーション作用およびベンゾジアゼヒ。ン受容体と

5ーヒドロキシセロトニンレセプターへの相互作用がある。また F目カノレボリンの持つ主な薬理

学的性質としては鎮青持リ、抗不安薬、睡眠薬、抗けいれん薬、抗』重傷薬、抗ウイルス剤、駆虫

薬および抗菌剤と多様な働きがある（Caoet al., 2007）。

アノレカロイドには植物由来の化合物が多いが、動物においても様々な生理機能に関与して

いる。例えば、トリプトファンを前駆体とするセロトニンおよびセロトニン代謝物のメラトニンはイ

ンドールアルカロイドの仲間である。しかしながら、かつてアルカロイド、の定義が「含窒素化合

物で一般に生理作用が顕著なアミン性植物成分」とされ、日本 では植物塩基（Plant base）とい

う訳語が用いられたように、アルカロイド研究の多くは植物由来の化合物が大半である。p －カ

ルボリンも例外で、はなく、PeganumharmalaやBani.旨teriopsis caapi (ayahuasca）といった植物

に含まれるハルミン（Hannine）、ノVレマリン（Harmaline）およびハルモール（H釘mo！）などはよく

調査されてきたものの（Frisonet al., 2008; Gonzalez et al., 2010）、動物の生体内で産生される

p －カルボリンの研究はほとんど、行われてこなかった。多様かっ強力な生理活性を持つ Pーカ
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ノレボリンの生理機能を解明することは、動物における生命現象の機序を明らかにするために

は重要である。

1-6. 摂食行動

ニワトリを含む家畜の生産性向上を考える場合、摂食行動の制御を理解することは非常に

重要である。動物は生命を維持するために飼料を摂取する。生産物を得るということは、生命

維持以上の栄養素を動物に摂取させ、その余剰分を畜肉や卵に変換させることである。このこ

とから明らかなように、摂食を充進させることは生産物を増やすために必要不可欠である。肉

養鶏は多くの畜肉を産生できるニワトリを選抜し作出した系統で、これは摂食量の多いニワトリ

を選抜してきたことと同じである。しかし、肉養鶏はその摂食量の多さゆえ、過肥による突然死

を起こし、生産効率を低下させるという短所も有する（ Olkowski, 2007; Hassanzadeh et al., 

2014）。このため摂食量を増やすだけではなく、生産性を維持しつつ疾病の発症を抑制させ

得るような飼料摂取量の適正化が求められている。摂食行動には多くの因子が関与しており、

トリプトファンもそのlつである。一般的に、飼料中に過剰のトリプトファンを加えると摂食量が

低下する。トリプトファン （Lacy et al., 1986）およびトリプトファンの代謝産物であるセロトニン

(Denbow et al., 1982）を中枢に投与することで摂食量の低下が引き起こされるため、飼料摂取

量低下の原因は、トリプトファンの代謝産物であるセロトニンによるものであると考えられてい

る。

摂食行動を制御する中心的部位は脳である。特に、脳の視床下部に存在する弓状核が摂

食行動制御の中心であると考えられている。弓状核には摂食行動を促進するニューロペプチ

ド Y(Neuropeptide Y:NPY）およびアグーチ関連ペプチド（Agouti-related peptide: AgRP）を

産生する神経細胞（NPY/AgRP 神経細胞）と、摂食行動を抑制する αーメラノサイト刺激ホルモ

ン（αーMelanocyte stimulating hormone ： α－MSH ）を産生するプロオピオメ ラノコノレチン

( Proopiomelanocortin: POMC）神経細胞が存在する。NPY/AgRP神経細胞および POMC神

経細胞による摂食行動制御機構は、ニワトリでも哨乳類で、も同様のメカニズ、ムがあることが示さ

れている（ B ungo et al., 2011）。セロトニンの受容体は POMC神経細胞には存在するものの、

NPY/A点P神経細胞には存在しないことから、セロトニンによる摂食量の低下は、POMC神経

細胞を介した作用であると考えられる（ Schwartz et al., 2000 ;Arora and Anubhuti, 2006）。

NPY/AgRP神経細胞にはNPY 受容体およびGABA（γ－Aminobutyric acid）受容体が存在し、

それぞれ NPY および GABA の結合によって摂食を促進する（Arora and Anubhuti, 2006; 

B ungo et al., 2011）。

セロトニンと同様に、トリプトファン由来のアルカロイドである糖化トリプトファン化合物も摂食

行動に関与する可能性は十分にあると考えられる。しかしながら、糖化トリプトファン化合物が

摂食行動に及ぼす影響を調べた報告はこれまでにない。そこで、糖化トリプトファン化合物が

摂食行動を制御可能か否か明らかにする必要がある。
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1-7. 目的

本研究では大きく2つの課題を解決することを目的とした。

第ーの目的は、ニワトリ生体内における糖化トリプトファン化合物の動態を明らかにすること

である。第二の目的は、糖化トリプトファンがニワトリの生理機能に及ぼす影響を調査すること

である。

ニワトリ生体内における糖化トリプトファン化合物の動態を調べるため、トリプトファン過剰j飼

料を給与したニワトリ血祭中における糖化トリプトファン化合物（グルコースートリプトファンアマ

ドリ化合物およびPHP-THpC）濃度の経時的変化を明らかにすることを試みた。続けて、糖化ト

リプトファン化合物のIつであるP目”THPCの血中半減期を計算するとともに、トリプトファン過

剰飼料の給与が PHP-THpCの血中半減期に影響を及ぼすのか否か調査した。また、血中の

糖化トリプトファン化合物がニワトリのどの臓器によって代謝されているのかを検討するために、

化学合成した3H標識PHP-THpCをニワトリ翼下静脈より投与し、放射能の組織分布を調査し

た。最後に、ニワトリ腔より調製した初代培養細胞を用いて、P田ーTHPCが細胞に取り込まれる

のか否かを調査した。

糠化トリプトファン化合物が持つ生理機能について調べるために、まずP田ーTHPCがニワト

日目玉由来細胞のタンパク質合成へ及ぼす影響を調査した。続けて、ニワトリのタンパク質合成

に大きな役割を持つインスリン様成長因子関連遺伝子の発現についても調査した。さらに、糖

化トリプトファン化合物の基質であるトリプトファンはニワトリの摂食行動に影響を及ぼすことか

ら、糖化トリプトファン化合物の一つである P田ーTHPC がニワトリの摂食行動に影響を及ぼす

のか否かを調査した。

以上の研究を通して、これまで着目されてこなかった非酵素的なトリプトファン異化経路の

存在を示すとともに、ニワトリのトリプトファン代謝において、非酵素的異化経路の寄与の度合

いを明らかにする。また、糖化トリプトファン化合物がニワトリの生理機能に及ぼす影響を明ら

かにすることで、新たなトリプトファン代謝産物の機能を解明する。本研究で得られた知見から、

家禽の栄養学における新たな視点が獲得できると期待している。

11 
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第2章 トリプトファン過剰添加飼料を給与したニワトリにおける血疑中糖化トリプトファン化合

物濃度

第1節 目的

トリプトファンを過剰添加した飼料をニワトリに給与すると摂食量 および増体量が

減少することが報告されている（Edmonds and Baker, 1987; Baker et al., 1996）。 トリプト

ファンはセロトニンの前駆体であり、トリプトファンを脳室内に投与するとセロトニン

作動性ニューロン系を介して摂食が抑制されることが示唆されている（Bungo et al., 

2008）。

トリプトファンの非酵素的糖化反応化合物であるグソレコース トリプトファンアマ

ドリ化合物 およびPHP-THpcは、 セロトニン同様、 インドーノレアルカロイドに分類さ

れる化合物である。 また、 ニワトリは高血糖・高体温を特徴とする動物であり、 非酵素

的糖化 反応化合物が産生されやすいことが知られている（Klandorf et al., 1995; Iqbal et 

al., 1999）。 しか しながら、非酵素的糖化反応によって生成されたアミノ酸糖化産物の生

理的 血築中濃度や生理機能に関する研究はほとんど行われていない。

そこで、本章では、ニワトリにトリプトファンを過剰添加した飼料を給与し、 血策中の

トリプトファン濃度と非酵素的糖化 トリプトファン化合物濃度の 関係を明らかにする

ことを目的と した。
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第2節材料および方法

I. 実験飼料の作製

［材料］

実験飼料の組成はTablelに示した。

Table I中のビタミン混合物およびミネラ／レ混合物の組成をTable2に示した。

大豆抽出タンパク質（不二製油株式会社、 大阪）

コーンスターチ（日本食品加工株式会社、 東京）

セルロース（日本製紙ケミカノレ株式会社、 東京）

コーンオイル （J－オイルミルズ株式会社、 東京）

上記以外の材料は和光純薬工業株式会社（大阪） から購入 した。

［操作1

I). Table 2に示した組成表に従い、 ピタミン混合物およびミネラル混合物を作製した。

2). Table lに示した組成表に従い、 コントロール飼料（トリプトファン 0%過剰l飼料） 、

トリプトファン2%過剰l飼料およびトリプトファン3%過剰飼料を作製した。

2. ニワトリの飼養管理

［材料］

単冠白色レグホン雄ヒナ （小岩井農牧株式会社、 岩手）

幼雛用市販飼料 （CP20.7%、ME2,892 kcal／旬、 豊橋飼料株式会社、 愛知）

ケージ （自作）

遠心分離機 (KUBOTA5910、 久保田商事株式会社、 東京）

［操作I

！）. 単冠白色レグホン雄ヒナ60羽を8日齢まで幼雛用市販飼料を与え、 育雛器内で育

て た。

2). 8日齢の ヒナ全てをケージl区画あたり2羽ずつになるよう入れ 、 コントロール飼

料を与えてケージおよび実験飼料に対する馴致を行った。 この際、 ケージから抜け

出すまたは飼料を摂取しないヒナは淘汰した。

3). 10日齢時に各処理区の平均体重が同じになるようにヒナを27羽選抜し、 1処理区

当たり 9 羽ずつ3処理区に振り分けた。 その後、 それぞれの処理区用の実験飼料を

自由摂取で14日間給与した。

4）. 飼養試験最終日にヒナの体重および飼料摂取量を測定した後、エーテル麻酔をかけ

心臓から採血を行った。
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5). 血液は5,000x g、4℃の条件下で20 分間遠心分離を行い、血策を分離した後、－20℃

で冷凍保存した。

3. 血疑の除タンパク質および脱脂

［材料］

ニワトリ血柴（3処理区x9反復 計27本 ）

アセトニトリル （和光純薬工業株式会社、 大阪）

高速液体クロマトグラフ用蒸留水（以下、蒸留水）（和光純薬工業株式会社、大阪）

クロロホノレム （和光純薬工業株式会社、 大阪）

メタノーノレ （和光純薬工業株式会社、 大阪）

アセチノレトリプトファン （渡辺化学工業株式会社、 広島）

1/3 mMアセチノレトリプトファン水溶液：アセチルトリプトファン2.45mgをJOml 

の蒸留水に溶解し調製したlmMアセチルトリプトファン水溶液を、3倍希釈する

ことで調製した。

サンプリングチューブ‘ (0.6 ml、 ピーエム機器株式会社、 東京）

サンプリングチューブ、 ( 1.5 ml、 イナ・オプティカ株式会社、 大阪）

キャップ付滅菌凍結保存チューブ、（2ml、 株式会社アシスト、 大阪）

遠沈管 （グライナー・ ジャパン株式会社、 東京）

ダウエックスSOWx 8 50 - I 00メッシュ強酸性陽イオン交換樹脂（H＋形） （和

光純薬工業株式会社、 大阪）

遠心分離機 (KUBOTA 1720、 久保田商事株式会社、 東京）

遠心分離機 (KUBOTA 5910、 久保田商事株式会社、 東京）

遠心エパポレーター (CVE 2000、 東京理科器械株式会社、 東京）

遠心エパポレーター (CVE 3100、 東京理科器械株式会社、 東京）

冷却トラップ装置 (UT 1000、 東京理科器械株式会社、 東京）

［操作1

I）. 解凍した27本の血竣をそれぞれ 500 µIずつ 15 ml 遠沈管に入れ、 さらに内部標準

として113 n合fアセチルトリプトファン水溶液を 63 µI加えた後、 アセトニトリル

を2mlずつ加えた。

2). 4℃、久500x gでJO分間×2回遠心分離し、 上清を2ml 採取した。

3）. 上清を遠心エパポレーターで乾固した。

4）.乾回したサンフツレを蒸留水500 µIで 溶かし、 クロロホルムーメタノーノレ混合溶液

(2 : I）を2.5ml加えた。

5). 4℃、 9,500x gで20秒間遠心分離し、 上層 （水層）を別の遠沈管に採取した。
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6）. 上清を採取した 残りの下層（有機層） に、さらに蒸留水500ドlとクロロホルムーメ

タノーノレ混合液 （2目I）を500 µI加えた。

7). 4℃ 、9,500 x gで20秒間遠心分離し、上層を採取して先の水層サンプルと一緒にし

た後、 採取した 水層サンフツレを遠心エパポレータ｝で乾固した。

8). 0.6 mlサンプリング、チューブ、にダ、ワエックスsow×S樹脂（以下、 樹脂）を入れ、

そこに蒸留水200 µIで溶かした 乾固サンプルを注入し、トリプトファン 、グノレコー

スートリプトファンアマドリ化合物、P田ー THPCおよびアセチルトリプトファンを

樹脂に吸着させた。

9）. サンプリング、チューブ、の底に小さい穴をあけ、キャップを切り取った キャップ付滅

菌凍結保存チューブ、に重ねて 遠心分離（5,000 x g、 1分間、 4'C）を行 い、 樹脂に吸

着後の溶液を取り除いた。 そこに蒸留水を加えて樹脂を洗浄した。 この操作を 10

回繰り返し行った。

10）. 洗浄した後、 樹脂に3NNH3を200 µI加えて一晩静置した。

11）. 静置した サンフツレを遠心分離（5,000x g、 1分間、 4℃） し、NH，溶液 に溶出したト

リプトファン 、 グルコースートリプトファンアマドリ化合物、PHP-THpcおよびア

セチルトリプトファンを回収した。

12）.残った 樹脂に3NNH3を100 µI加えて室温で1 時間静置した後、5,000 x g、1分間、

4。Cで遠心分離してNH，を回収した。 この操作を2 回行った。

13 ）. 遠心エパポレーターを用いてNH，溶液を乾回した。

4. P田－THPCの合成

［材料］

D”クツレコース（Glc、 180.16 g. mor1) （和光純薬工業株式会社、 大阪）

Lトリプトファン （Trp、 204.23 g • mor1) （和光純薬工業株式会社、 大阪）

NaOH (40.0g • mo1"1) (5 N= 10 g/50 mL) （和光純薬工業株式会社、 大阪）

ダワエックスsow×8 50 100メッシュ強酸性陽イオン交換樹脂 （H'形）（和光

純薬工業株式会社、大阪）

3 NNH, （和光純薬工業株式会社、 大阪）

250mLポリプロピレン製容器 （アズワン株式会社、 大阪）

LCMS用超純水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

50 mlシリンジ（テノレモ株式会社、東京）

遠心エパポレーター （CVE-2200型：東京理科機器株式会社、東京）

［操作1

I). トリプトファン 0.51 g、グルコース90 g およびSNNaOHを2.5mlを250ml の超純
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7.kに溶解した。

2). I ）の溶液を37 ℃で3日間インキュベーションした。

3）. ダワエックス50W-X8 樹脂（以下、 樹脂）を25 g加え、 よく振り混ぜた。

4). 3）を37℃で2時間インキュベートした。

5). 50 mLシリンジに脱脂綿を入れ、 25ml の超純水で8回洗った。

6）. 樹脂を脱脂綿ごと新し い容器に入れ、 3NNH3を150mL加えた。

7). 4℃で一晩インキュベーションした。

8). 50 mLシリンジに脱脂綿を詰め、 7 ）の樹脂をシリンジに入れ、 3NNH3を排出した。

9). 8 ）の溶液を15ml遠沈管に！Om！ずつ分注し遠心エパポレー ターで真空濃縮した。

I 0). 9 ）の溶液を静置すると白色の結晶が析出する。 上清を除き、 結品を超純水で懸濁

してア シストチューブへ移した。

11 ). 23,000 x gで1分間遠心分離する。 上清を除き、 沈殿に少量 の超純水を加えて懸濁

した。

12). 11 ）を9回繰り返した。

13). 12 ）で残った結晶を水で懸濁し、遠心エパポレーターで乾固した。

14). LCMSを用いて（第2章第2節－5 ）乾固物がPHP”TH�C であることを確認した。

5. トリプトファン、 グ、ルコースー トリプトファン アマドリ化合物および

P旧ーTH�C の検出

［材料I

HPLCポンプ (PV-2080型、 日本分光株式会社、 東京）

脱気装置 (DG-2080胆54 4連型、 日本分光株式会社、 東京）

低圧グラジェントユニット (LG・2080-04型、 日本分光株式会社、 東京）

磁場型質量分析計 (JMS-700 MStation、 日本電子株式会社、 東京）

HPLCカラム（100mmx2 mm GEMINI 3 µm C18 llOA、Phenomenex、Toπ叩ce、 C A、

USA) 

LCMS用メタノーノレ（和光純薬工業株式会社、 大阪）

LCMS用超純水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

ギ酸アンモニウム （和光純薬工業株式会社、 大阪）

高速液体クロマトグラフ用蒸留水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

P田ーTH�C （自作）

［操作1

1). LCMSの設定
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カラム温度 25℃

流速 0.4ml/min

カラム圧 20-21 MPa 

移動相 メタノール：超純水＝3: I 

ギ酸アンモニウム5mM

加速電圧 5.00 k V  

ニードル電圧 4.00k V

オリフィス電圧 ov

リングレンズ 40.00 V

イオンガイド 3.52 v 

ベーパライザー 500℃ 

オリフィス1 100℃ 

リテンションタイム O～5 min 

イオン化法 APCI positive 

測定モード SIM (Selected Ion M onitoring) 

2). トリプトファン、 トリプトファンおよびグルコースートリプトファンアマドリ化

合物の混合物、 精製した PHP-THPC およびアセチルトリプトファンを 3 µI ずつ

LCMSに連続して導入し、 検量線を作成した。

3）. 第2節3.で調製した乾固サンプルを20 µ！の超純水で溶解した後、 LCMSに3 µIず

つ導入し、 トリプトファン、 グルコースートリプトファンアマドリ化合物および

PHP-THpCを検出した。検出器の感度によるぱらつきを最小限にするため、 コント

ロール①→トリプトファン 2%過剰j①→トリプトファン 3%過剰①→コントロール

②→トリプトファン2%過剰②→～の順番で測定した。

4）. サンプノレ聞に一定の間隔で等しい濃度のアセチノレトリプトファンを3 µ！導入し、機

械の感度を補正した。

5）. 検出された血疑サンプルのピーク面積をスタンダードのピーク面積から作成した

検量線に当てはめ、血竣サンプル中のトリプトファン、 グルコースートリプトファ

ンアマドリ化合物、PHP-THPCおよびアセチノレトリプトファンの回収率を算出した。

この結果、 アセチルトリプトファンの回収率に差が見られなかったため、 回収率に

よる補正を行わなかった。

6. 統計処理

市販統計パッケージSAS (SAS/STA T Version 6, SAS Institute, Cary, NC, USA) (SAS, 

1999）を用いて統計処理を行った。一元配置分散分析を用いてトリプトファン過剰飼料

給与の効果を要因分析し、平均値の差の検定は Tuk eyの多重検定により解析した。分散

分析にはSASのGLM プロシージャを用いた。また、血柴中トリプトファン濃度と血疑
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中グルコースートリプトファンアマドリ化合物濃度または血築中PHP-TH�C濃度の聞

の相関係数および回帰式をSASのREGプロシージャを用いて解析した。

血疑中グルコースートリプトファンアマドリ化合物およびP田ーTH�C濃度を次の回

帰式で表した。

アマドリ化合物 （凶'1) =a+ b・トリプトファン （凶,f)

PHP-TH�C （凶'1) =a+b・トリプトファン （凶'1)
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第3節結果

トリプトファン過剰飼料を給与したニワトリの 、実験期間中における増体量、飼料摂

取量および 飼料効率をTable 3に示した。増体量および摂食量は飼料へのトリプトファ

ン添加量に伴い、有意に低下した（P<0.05）。飼料効率は対照区とトリプトファン2%過

剰区の聞に有意な差は認められなかった。一方、 トリプトファン3%過剰区は対照区お

よび2%過剰区と比較して有意な飼料効率の 低下が認められた （P<0.05）。

各処理区における血築中のトリプトファン、グ、ルコースートリプトファンアマドリ化

合物およびPHP-TH�C濃度をTable 4に示した。全ての処理区において血築中のトリプ

トファン、 グルコースートリプトファンアマドリ化合物および PHP-THpc濃度につい

て有意な差は認められなかった。

血築中のトリプトファン濃度と 血築中グルコース トリプトファンアマドリ化合物

またはP旧ーTHPC 濃度との関係を明らかにするため回帰分析を行い、 直線式を得た。

その結果をFig. 6に示した。回帰式は以下の通りである。

Amadori product (µM) = 0.003 + 0.03 Tryptophan （凶�） (r = 0.813, Pく0.05)

PHP-THPC (µM) = -0.67 + 0.11 T1ηptophan （凶1) (r = 0.899, P<0.05) 
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第4節考察

グソレコースは非酵素的糖化反応によりアミノ酸やタンパク質と脱水縮合を起こし、シ

ッフ塩基を形成する。 シッフ塩基はさらに、 アマドリ転位によってアマドリ化合物を形

成する。 アマドリ化合物はさらに多段階的な反応を起こし、 AGEsとなることが知られ

ている。 高血糖状態により糖化反応が元進すると、 AGEsの産生および蓄積量が増大す

る。 また、 AGEs は糖尿病合併症を 引き起こす原因物質のIっと考えられている

(Brownlee, 2001; Singh et al., 2001; Goh叩dCooper, 2008; Zhang et al., 2009）。このように、

AGEsの生理的機能に関する研究は広く行われている。 その一方で、 アミノ酸の非酵素

的糖化反応化合物に関する知見はほとんど見当たらない。 そこで本実験では、ニワトリ

にトリプトファンを過剰添加した飼料を与え、血疑中のトリプトファン濃度とトリプト

ファンの非酵素的糖化反応化合物濃度の関係を明らかにすることを目的とした。

Table 3に示したように、 トリプトファンを過剰添加した飼料を給与したニワトリの

成長成績は有意に低下し、これは過去に報告された結果と一致した（Edomonds and Baker, 

1987; Baker et al., 1996）。

Table 4に示したように、 ニワトリの 血中トリプトファン、 グルコースートリプトフ

ァンアマドリ化合物およびPHP-THpC濃度は各処理区間で有意な差は認められなかっ

た。アミノ酸バランスを変化させた飼料をニワトリに給与するとアミノ酸異化酵素の活

性が変化することが知られている （Das and Waterlow, 1974; Keene釦dAustic, 200 I）。 同

様に、 トリプトファンをラットに経口摂取させるとトリプトファンペルオキシダーゼ

（トリプトファン，2,3”ジオキシゲナーゼ）活性が允進することが報告されている（Knox,

1951）。 また、 トリプトファンは代謝速度が早く（Meller,1981)、 タンパク質を構成す

る20種類のアミノ酸の中で、 タンパク質および 血疑中で割合が最も少ないアミノ酸で

あることが知られている （LeFloc'h et al., 2011）。 このことから、トリプトファン過剰添

加飼料を14日間給与した本実験においては、 トリプトファン過剰飼料にニワトリが適

応し、トリプトファンの異化が允進した可能性が存在する。 それゆえトリプトファン過

剰添加飼料の給与が 血疑中のトリプトファン濃度に影響を与えなかったのではないか

と考えられる。 また、 血疑中の糖化トリプトファン化合物濃度も飼料トリプトファン添

加による影響を受けなかった。 血築中に存在する糖化トリプトファン化合物の量は、糖

化トリプトファン化合物の合成量と、 血築中から各組織へ 取り込み、体外への 排法、お

よび分解などにより消失した量との差し引きで決まる。 したがって、糖化トリプトファ

ン化合物濃度が飼料中のトリプトファン量に影響を受けなかった原因としては以下の

理由が考えられる。 第一に、 血築中糖化トリプトファンの分解速度、 排出速度、 取り込

み速度が合成速度に対して速い場合、 血疑中トリプトファン濃度は低下する。 第二に、

血疑中トリプトファン合成速度が非常に緩やかであり、血紫中糖化トリプトファンの分

解速度、排出速度、取り込み速度が速い場合にも 血衆中トリプトファン濃度は低下する。
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しかし、 本研究の結果らから理由を特定するには至らず、今後の研究が必要である。

血疑中タンパク質の一つであるヘモグロビンとグルコースが結合したヘモグロピン

Ale (HbA!c） は、 およそ1-2ヶ月にわたる血中グルコース濃度の指標として用いられ

ている （Koenig et al., 1976; American Diabetes Association, 2010）。 また、 同じく血疑タン

パク質の一つであるアルブミンとクツレコースが結合したグリコアノレブ、ミンは、2週間程

度の血中グノレコース濃度の指標になると報告されている（Tahara and Shima, 1995）。 こ

れは、HbA!cとグリコアノレブミンが分解する速度、すなわち半減期の違いによるもので、

ある。 これまで糖化トリプトファンの分解速度は調べられてこなかったため、今後、糖

化トリプトファンの分解速度および分解機序を解明する必要があると考えられた。

また、血築中のトリプトファン濃度と血竣中グ、ノレコースートリプトファンアマドリ化

合物濃度または血築中P田ーTH�C濃度との聞で正の相闘が認められたことカ当ら（Fig. 6）、

血疑中の糖化トリプトファン化合物濃度は、基質となる血策中のトリプトファン濃度に

依存している可能性も示された。
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付表

Table 1. Composition of control (0%）佃d句ptophan-excess (2叩d 3%) diets• 

Tryptophan-excess level 。% 2% 3% 

Composition g/kg g/k畠 g/kg 

ISP b 217.4 217.4 217.4 

L-Methionine 1.3 1.3 1.3 

L-Cystine 2.2 2.2 2.2 

L”Threonine 0.4 0.4 0.4 

L-Tryptophan 0.0 20.0 30.0 

Cornstarch 489.4 469.4 459.4 

Cellulose 194.8 194.8 194.8 

Corn oil 30.0 30.0 30.0 

Vitamin mixture 2.0 2.0 2.0 

Mineral mixture 60.0 60.0 60.0 

Choline chloride 1.5 1.5 1.5 

Inositol 1.0 1.0 1.0 

CP (g/kg) 180.0 180.0 180.0 

ME (kcal/kg) 2849.7 2847.9 2847.0 

•Composition of diets was calculated according to NRC (1994). 

b ISP is isolated soybean protein which contains 828 g CP/kg 
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Table 2. Composition of mineral and vitamin mixtures for young chickens 

Mineral mixture /kg of diet Vitamin mixture /kg of diet 

CaHP04・2H20 20.7 g T hiamin hydrochloride 3 mg 

CaC03 14.8 g Riboflavin 6 mg 

KH2P04 10.0 g Pyridoxine hydrochloride 4 mg 

KCl 3.0 g Nicotinic acid 40 mg 

NaCl 6.0 g Calcium pantothenate 15 mg 

MgS04 3.0 g Folic acid 1.5 mg 

FeS04・7H20 500 mg Biotin 200 µg 

MnS04・5H20 350 mg Cyanocobalamine 20 µg 

KI 2.6 mg Cholecalciferol 5 µg 

CuS04・SH,O 40 mg Menadione 500 µg 

ZnO 62 mg D-Glucose 1.9 g 

CoC12·6H,O 1.7 mg Retinol acetate, in oil 1 mg in 30 g oil 

Na2Mo04 ·2H20 8.3 mg D,L－αーTocopherol acetate, in oil 10 mg in 3 0 g oil 

Na2Se03 400 µg 
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Table 3. Body weight gain, feed intake and feed e日ficiency of young chickens fed tryptophan­

excess diets' 

Tryptophan-excess level 。% 2% 3% 

Body weight gain (g) 124.6土5.4' 93.7土6.3 b 63.9土7.5 c 

Feed intake (g) 313.0土10.5' 265.7土8.3 b 222.0土11.3 c 

Feed efficiency (%) 39.8土1.0' 35.0士1.6' 28.2土2.3 b 

' Experiment was performed for 14 days. 

•-c Means with different superscript letters within the same row are significantly different 

(P<0.05) . 

Values are means土SE. n=9 
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Table 4. Tryptophan, Amadori product and PHP-TH�C concentrations in the plasma of young 

chickens fed tryptoph叩－excess diets 

Tryptophan-excess level 。% 2% 3% p 

Tryptophan (µM) 
33.8土2.8 28.3土5.6 43.9土15.3

0.513 

1.4土0.3 0.8土0.2 1.4土0.6
Amadori product (µM) 

(4%) (3%) 
0.420 

(3%) 

3.1土0.5 2.5土0.5 3.9士1.9
PHP-TH�C (µM) 0.717 

(9%) (9%) (9%) 

There are no significance differences among all dietary trea甘nent.

Values are means土SE. n=9. 

‘% ofTryptophan concentration in the serum. 
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第3章 トリプトファンを過剰給与したニワトリの血柴中トリプトファン、トリプトファン代謝産物、

糖化トリプトファン化合物濃度の継時的変化

第l節 目的

前章では トリプトファン過剰添加飼料をニワトリに14日間給与したにも関わらず、

トリプトファンおよび糖化トリプトファン化合物の血築中 濃度に有意な差が認められ

なかった。 これは、 アミノ酸過剰飼料を長期的に動物へ給与 すると、恒常性を保つため

にアミノ駿異化が充進したためであると考えられた。非酵素的ではある が、 アミノ酸の

糖化反応は アミノ酸異化経路の一つであると考えられる。 しかしながら 、 トリプトファ

ンの糖化反応と他のトリプトファン異化反応との関係につ いて調査した研究は見当た

らない。

そこで本章では、食餌性のトリプトファン過剰が、 トリプトファン異化反応 を尤進 す

るか否か を明らかにするため 、 トリプトファン過剰添4加飼料をニワトリに給与し 、 継時

的な血媛中 トリプトファン、トリプトファン代謝産物および糖化トリプトファン化合物

濃度の経時的変化を調査した。
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第2節材料および方法

1. 実験飼料の作製

［材料】

実験飼料の組成および材料は第2章に準じた。

［操作］

第2章と同様の方法で飼料を作製した。

2. ニワトリの飼養管理

［材料】

単冠白色レグホン雄ヒナ（小岩井農牧株式会社、 岩手）

幼雛用市販飼料（CP20.7%、ME2,892 kcal/kg、 豊橋飼料株式会社、 愛知）

遠心分離機 (KUBOTA5 910、 久保田商事株式会社、東京）

［操作1

I）. 単冠白色レグホン雄ヒナ200羽を8日齢まで幼雛用市販飼料を与え、育雛器内で育

てた。

2). 8日齢のヒナ全てをケージI 区画あたり2羽ずつになるよう入れ、 コントロール飼

料を与えてケージおよび実験飼料に対する馴致を行った。 この際、 ケージから抜け

出すまたは飼料を摂取しないヒナは淘汰した。

3). 10日齢時に各処理区の平均体重が同じになるようにヒナを72羽選抜し、 l処理区

当あたり24羽ずつ3 処理区に振り分けた。 その後、 それぞれの処理区用の実験飼

料を自由摂取で給与した。

4）. 給与開始前のヒナを3）と同じ平均体重のヒナを6羽選抜し、 エーテノレ麻酔をかけ

心臓から血液を採取した。

5）. 血液は5,000 x g、4℃の条件下で20 分間遠心分離を行い、血紫を分離した後、－20°C

で冷凍保存した。

6). 飼料を給与したヒナはI, 3, 7 および14 日目に各処理区6羽ずつエ｝テノレ麻酔を

かけて心臓から採血した。

7）. 血液は5 ）の操作に準じて処理し、 血援は分析まで冷凍保存した。

3. 血柴の除タンパク質および脱脂
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［材料］

ニワトリ血綾

アセトニトリル（和光純薬工業株式会社、 大阪）

蒸留水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

クロロホノレム（和光純薬工業株式会社、 大阪）

メタノーノレ（和光純薬工業株式会社、 大阪）

ジエチルエーテル（和光純薬工業株式会社、 大阪）

JmM アセチノレ トリプトファン水溶液（第2章参照）

サンプリングチューブ (1.5 ml、 イナ・オプティカ株式会社、 大阪）

遠沈管（グライナー・ジャパン株式会社、 東京）

遠心分離機 (KUBOTA 1720、 久保田商事株式会社、 東京）

遠心エパポレーダー (CVE -3100、 東京理科器械株式会社、 東京）

冷却トラップ装置 (UT - 1000、東京理科器械株式会社、 東京）

［操作】

！）. 解凍した 血授をそれぞれJOO µIずつ 2本の 1.5mlサンプリングチューブに入れ、さ

らに内部標準としてlmMアセチル トリプトファン水溶液を5 µI加えた後、アセト

ニトリルを400 µIずつ加えた。

2). 4℃、9,500 x gでJO 分間×2回遠心分離し、 上清を400 µI採取した。

3). 上策を遠心エパポレーターで乾聞した。

4）. 乾回したサンプノレを蒸留水JOO µl で溶かし、l本にはクロロホ／レム”メタノーノレ混合

溶液 (2 : 1）を500 µI加え、l本にはジエチノレエーテノレを500 µI加えた。

5). 4℃、9,500 x gで30秒間遠心分離し、 クロロホノレムーメタノール混合溶液を加えた

サンプルは上層（水層）を、 ジェチノレエーテルを加えたサンプルは下層（水層）を

別のサンプリングチューブに採取した。

6）. 水層を採取した残りの層（有機層）に、 さらに蒸留水JOO µIとクロロホIレムーメタ

ノーノレ混合液（2・J）またはジエチルエーテルを 200 µI加えた。

7). 4℃、久500 x gで 20秒間遠心分離し、 それぞれ 水層を採取して先の 水層サンプルと

一緒にした後、 採取した 水層サンプルを遠心エパポレーターで乾固した。

4. トリプ ト フ ァ ン、 グソレコース ート リ プ ト フ ァンアマドリ化合物および

PHP-TH�Cの検出

［材料】

液体クロマトグラフシング、ノレ四重極型質量分析計（LCMS-20 20、株式会社島津製作

所、 京都）

34 



HPLCカラム（50mm x 2 mm GEMINI 3 µm Cl 8 ll oA、Phenom en ex、Toπ阻c e、 CA、

USA ) 

LCMS用アセトニトリル（和光純薬工業株式会社、 大阪）

LCMS用超純水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

ギ酸（和光純薬工業株式会社、 大阪）

［操作1

1). LCMSの設定

流速 0.4m l/min 

移動相A: 0.1%ギ酸超純水

移動相B: 0.1%アセトニトリル

B: 5→5→10→35→35% 

。→2→3→5→7min

イオン化法 DUISpositive 

測定モード SIM (Select ed Ion Monitoring) 

トリプトファン (m/z = 205) 

アマドリ化合物 (m/z= 367) 

PHP-THpC (m/z = 367) 

アセチノレトリプトファン (m/z= 247) 

2). トリプトファン、 トリプトファンおよびグルコースートリプトファンアマドリ化合

物の混合物、精製したPHP-THPCおよびアセチルトリプトファンを5µIずつ LCMS

に連続して導入し、 検量線を作成した。

3）. 第2節3.で調製した乾固サンプノレを79.2 µIの蒸留水で溶解した後、 LCMS-2020に

5 µIずつ導入し、 トリプトファン、 グルコースートリプトファンアマドリ化合物お

よびP回国THPCを検出した。

4). サンフ。ル聞に一定の間隔で等しい濃度のアセチ／レトリプトファンを5µI導入し、機

械の感度を補正した。

5）. 検出された血疑サンプルのピーク面積をスタンダードのピーク面積から作成した

検量線に当てはめ、 血疑サンプル中のトリプトファン、 グツレコースートリプトファ

ンアマドリ化合物、P田ーTHPCおよびアセチルトリプトファンの回収率を算出した。

この結果、 アセチルトリプトファンの回収率に差が見られなかったため、 回収率に

よる補正を行わなかった。

4. トリプトファン代謝産物の 検出

【材料］

35 



高速液体クロマトグラフシングル四重極型質量分析計（LCMS-2020、株式会社島津

製作所、 京都）

HPLCカラム（50 mmx2 mm GEMINI 3 µm C18 I JOA、Phenomenex、Torrance、 CA、

USA) 

LCMS用アセトニトリル（和光純薬工業株式会社、 大阪）

LCMS用超純水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

ギ酸（和光純薬工業株式会社、 大阪）

3，ヒドロキシアントラニル酸（3HAA、 SIGMA-ALDRICH JAP刷、 東京）

アントラニル酸（AnA、 和光純薬工業株式会社、 大阪）

キヌレン酸（KA、手口光純薬工業株式会社、 大阪）

キヌレニン（KYN, SIGMA-ALDRICH J1ザ必J、 東京）

キサンツレン酸（XA、 和光純薬工業株式会社、 大阪）

［操作1

!). LCMSの設定

流速 0.4 ml/min 

移動中日A: 0.1%ギ酸超純水

移動相B・0.1%アセトニトリノレ

B: 0→40% 

。→10 min 

イオン化法 ESI positive 

測定モード SIM (Se！田ted Ion Monitoring) 

3HAA （口vz=154.2) 

AnA (m/z= 138.2) 

KA (m/z= 190.2) 

KYN (m/z=209.1) 

XA (m/z = 206.2) 

アセチノレトリプトファン (m/z = 247.0) 

2). 3HAA、 AnA、 KA、 KYN、 XAおよびアセチルトリプトファンの混合物を5 µIずつ

LCMSに連続して導入し、 検量線を作成した。

3）. 第2節3.で調製した乾固サンプルを79.2 µIの超純水 で溶解した後、 LCMS-2020に

5または20 µIずつ導入し、 3HAA、 AnA、 KA、 KYN、 XAおよびアセチノレトリプ

トファンを検出した。

4）. サンプル聞に一定の間隔で等しい濃度のアセチルトリプトファンを5 µI 導入し、機

械の感度を補正した。

5). 検出された血紫サンプノレのピーク面積をスタンダードのピーク面積から作成した
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検量線に当てはめ、血疑サンプル中の3HAA、 AnA、 KA、 KYN、 XAおよびアセチ

ノレトリプトファンの濃度を算出した。

5. 統計処理

市販統計パッケージSAS (SAS/STAT Version 9, SAS Insti佃匂，C出γ，NC, USA) (SAS, 

2013）を用いて統計処理を行った。二元配置分散分析を用いてトリプトファン過剰飼料

給与および飼料給与日数の効果を要因分析した。

また、血築中トリプトファン濃度と血築中クツレコースートリプトファンアマドリ化合

物濃度または血策中P田ーTH�C濃度の聞の相関係数および回帰式をSASのREGプロシ

ージャを用いて解析した。

血媛中グルコースートリプトファンアマドリ化合物および P田ーTH�C 濃度を次の回

帰式で表した。

アマドリ化合物 （凶1) = a+ b・トリプトファン （凶1)

PHP”THPC （凶1) = a+ b・トリプトファン （凶1)
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第3節結果

トリプトファン過剰添加飼料を給与したニワトリの増体量、飼料摂取量および飼料効

率をFig. 7に示した。 実験飼料給与開始から3日目以降で、 トリプトファン3%過剰飼

料給与群の増体量が対照区（トリプトファン過剰添加飼料 0%区） と比較して有意に低

下した。 また、14日目ではトリプトファン2%過剰添加飼料区においても対照区と比較

して有意に増体量が減少した。 飼料摂取量は、 トリプトファン3%過剰添加飼料区では

7日目から、トリプトファン2%過剰添加飼料区では 14日目に対象区と比べて有意に低

下した。 飼料効率においては、 1日目はトリプトファン2%過剰添加飼料区が対照区に

比べて有意に高い値となったがその後は有意な差が認められなかったo一方、 トリプト

ファン3%過剰添加飼料区では実験期間中を通して、 対照区よりも有意に低い値であっ

た。

トリプトファン過剰添加飼料を給与したニワトリの血築中トリプトファンおよびト

リプトファン代謝産物の濃度をFig.Sに示した。 血築中トリプトファン濃度は、l日目

ではトリプトファン2および3%過剰添加飼料区で、 3日目はトリプトファン3%過剰

添加飼料区において対照区よりも有意に高い値を示した。 その後、 7日目以降は処理区

間に有意な差は認められなかった。 血疑中アマドリ化合物濃度は、飼料給与I日目では

食餌性トリプトファン過剰レベルに応じて有意に上昇した。 また、3日目では3%トリ

プトファン過剰j飼料区で、 7日目および14日目は2%トリプトファン過剰j飼料区で対照

区と比較して、 有意に血妓中アマドリ化合物濃度が上昇した。 血築中 PHP”TH�C 濃度

は飼料給与期間と飼料の聞に交互作用が認められず、飼料の主効果のみが有意であった。

血築中キヌレニン濃度は、lおよび3日固まで食餌性のトリプトファン過剰レベルに応

じて有意に上昇した。 7日目はトリプトファン2および3%過剰添加飼料区が、 14日目

はトリプトファン3%過剰添加飼料区が対照区よりも有意に血疑中キヌレニン濃度を高

めた。 対照区のキサンツレン酸濃度は検出限界（ 100fmol、 signal-noise ratio (S別比）

>IO）以下であった。また、3日目においてのみトリプトファン3%過剰j添加飼料区が2%

過剰添加飼料区に比べて有意にキサンツレン酸濃度が高かった。 血疑中アントラニル酸

濃度は、 1日目はトリプトファン2および3%過剰添加飼料区において対照区よりも有

意に高く、3日目以降はトリプトファン3%過剰添加飼料区が対照区に対して有意に濃

度が高まった。また、キヌレン酸および3ーヒドロキシアントラニノレ酸の定量も試みたが、

全ての処理区でどちらも検出限界（それぞれ250finol および300finol） 以下であった。

血疑中のトリプトファン濃度と糖化トリプトファン化合物であるアマドリ化合物ま

たはPHP-TH�C濃度の聞の相関を統計処理ソフト（SAS） を用いて算出した。 その結果

をFig.9に示した。 回帰式は以下のとおりである。

アマドリ化合物（凶if) =5.08+0.106・トリプトファン（凶1) Cr= o.776、Pく0.05)

PHP-TH�C (µM) = 5.06 + 0.134・トリプトファン （凶If) (r=0.756、Pく0.05)
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第4節考察

生物には自身の状態を一定に保っておこうとする性質、 すなわち恒常性（ホメオスタ

シス） が備わっている。 例えば、食餌によって一過性に血糖値が上がると、目撃臓からイ

ンスリンが分泌されて血糖値を低下させる。また、絶食により血糖値が低下した場合は

勝臓からグ、／レカゴンが分泌されて、グリコーゲンの分解などにより血糖値を押し上げる

(Braun and Sweazea, 2008）。 これはグルコースに限らず、 トリプトファンのようなアミ

ノ酸が一過性に上昇した時にも恒常性を保とうとする機構が働くと考えられる。前章で

はニワトリにトリプトファン過剰添ー加飼料を14日間給与したにも関わらず、 血築中の

トリプトファン濃度への影響が認められなかった。 このことから、 ニワトリにおいて、

トリプトファン過剰飼料に対する恒常性が14日間の聞に｛動いたと推察される。そこで

本章では、 トリプトファン過剰添加飼料を1、3、 7および14日間給与したニワトリの

血疑中トリプトファン代謝産物濃度を調査した。トリプトファンの9割以上はキヌレニ

ン代謝経路によって分解されることが定説である（ Takikawa, 2005）。そこで、 酵素によ

るトリプトファン異化産物としてキヌレニン、 キヌレン酸、 アントラニル酸、3－ヒドロ

キシアントラニル酸およびキサンツレン酸の血柴中濃度を、非酵素的なトリプトファン

異化産物としてトリプトファン分解代謝産物としてアマドリ化合物および PHP-TH�C

の血築中濃度を測定した。

Fig. 7に示したとおり、 トリプトファン過剰添加飼料を給与すると成長成績は低下す

ることが示された。 この結果は前章で得られた結果と一致する。

Fig. 8 では血竣中のトリプトファンおよびトリプトファン異化産物濃度の継時的変化

を示した。トリプトファンの血築中濃度は7日目以降でトリプトファン過剰添J加飼料の

影響が認められなかった。 この結果は前章で得られた結果と一致する。 すなわち、トリ

プトファン過剰添加飼料の給与によって3 日目までは血竣中トリプトファン濃度は上

昇するが、その後、 トリプトファン異化経路が充進することで恒常性が保たれるものと

推察される。 糖化トリプトファンであるアマドリ化合物とP田ーTH�Cの血築中濃度の

経時的変化は、 統計的に一致しなかったが、 Fig.9 に示したように、 血築中のトリプト

ファン濃度と糖化トリプトファン化合物濃度が有意な高い相闘を示したことから、基質

であるトリプトファン濃度の影響を受けていると考えられた。

酵素によるトリプトファン分解では、 Tryptophan 2 ,  3-dioxygen田e (TDO） および

Indoleamine 2 ,  3-dioxygenase (IDO） が律速酵素であると考えられている。 特に肝臓で

強発現するTDO の欠損は、 血紫中トリプトファン濃度を9 .3倍にまで引き上げること

が報告されている（Kanaiet al., 2009）。 血築中キヌレニン濃度は、飼料給与14日間を通

して対照区よりもトリプトファン3%過剰添加飼料区の方が有意に上昇していることか

ら、 トリプトファン異化酵素の発現が強まったと考えられる。 また、 キヌレニンからア

ントラニル酸への異化は、Kynureninaseによって、キサンツレン酸への具化は Kynurenine

3-monooxygenase (KMO） によって3－ ヒ ド ロキシキヌ レ ニ ン に 変換された後に
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Kynurenine aminotransferase (KAT）によって変換される伽addison and Giorgini, 2015）。

Fig. 8に示したように、 アントラニル酸およひ、キサンツレン酸の血築中濃度も飼料給与

14日開通して上昇した。 特に、 キサンツレン酸は対照区では検出限界（100 finol/5 µI= 

0.02凶!f） を下回ったのに対し、 トリプトファン過剰添加飼料区では14日開高濃度を維

持していた。 この結果から、 トリプトファン過剰添加飼料によってKMOまたは臥T

の酵素活性が高まったと推察された。

トリプトファン過剰添加飼料を給与したにも関わらず血疑中トリプトファン濃度が

上昇しなかった前章の結果は、トリプトファン異化酵素活性の高まりによって血疑中ト

リプトファンがキヌレニン代謝経路へと流れたことが原因である可能性が示唆された。

また、糖化トリプトファン濃度は、血柴中トリプトファン濃度に依存することも明らか

になった。
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第4章ニワトリにおける糖化トリプトファン化合物の血築中半減期

第1節 目的

前章では、血禁中の糖化トリプトファン化合物濃度が血柴中トリプトファン濃度に依

存していることが示された。生体内に存在する多くの化合物は合成と分解のバランスに

よって恒常性が保たれている。 しかし、 これまで糖化トリプトファン化合物の合成 およ

び分解速度について調査した報告は見当たらない。

本章では糖化トリプトファン化合物、 特にP田ーTH�C の分解に着目した。 生体内に

お け る物質の分解は、 その物質の半量が入れ替わる時間（半減期）を指標とすることが

できる（Sugden and Fuller, 1991; Funatogawa et al., 2007）。 そこで本章では、ニ ワ トリ に

P田ーTHPCを静脈注射し、血疑中PHP-THPC濃度の経時的変化を非線形回帰式を用いて

表すことにより半減期を求め、P田ーTHPCの異化速度について論じることを目的とした。
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第2節材料および方法

I. PHP-TH�Cの合成

［材料 】

材料 は第2章に準じ た。

［操作】

第2章と同様の 方法でPHP-TH�Cを 合成した。

2. ニワトリの飼養管理

［材料l

単冠白色レグホン雄ヒナ（小岩井農牧株式会社、岩手）

幼雛周市販飼料（CP20.7%、ME 2,89 2 kcal/kg、豊橋飼料株式会社、愛知）

遠心分離機 (KUBOTA5910、久保田商事株式会社、東京）

DPBS （インピトロジェン株式会社、東京）

PHP-TH�C 

［操作1

!). 単冠白色レグホン雄ヒナ 100羽を 7日齢まで幼雛用市販飼料を与え、育雛器内で育

てた。

2). 7日齢のヒナを各処理区の平均体重が同じになるようにヒナを 60羽選抜した。l処

理区あたり 6 3J�ずつ振り分けた。生理食塩水投与群を 15分および1440分後採血群

に、PHP-THPC投与群を 15、30、60、180、360、720および1440分後採血群とし

た。

3）目 給与開始前のヒナを 3） と同じ 平均体重のヒナを 6羽選抜し、エーテノレ麻酔をかけ

心臓から 血液を採取した。

4）. 生理食塩水投与群にはDPBSを 、PHP-THPC投与群にはPHP-THpCを11.4 nmol/0.2 

ml/70 g BWと なるように翼下静脈から投与した。

5）. 投与後 、0、15、30、60、180、360、720および1440分が経過した ヒナにエーテル

麻酔をかけ心臓か ら 血液を採取した。

6）. 血液 は5,000 x g、4℃の条件下で20分間遠心分離を行い、血援を分離した後 、”20℃

で冷凍保存した。

3. 血援の除タンパク質および脱脂
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【材料］

第3章に準じた。

［操作］

第3章と同様の方法で血柴の除タンパク質および脱脂を行った。

4. P田ーTH�Cの検出および定量

［材料1

液体クロマトグラフシンクツレ四重極型質量分析計（LCMS-8040、株式会社島津製作

所、 京都）

HPLCカラム（50 mm x 2 mm GEMINI 3 µm CJ8 llOA、Phenomen位、Torrance、 CA、

USA) 

LCMS用アセトニトリル（和光純薬工業株式会社、 大阪）

LCMS用超純水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

ギ酸（和光純薬工業株式会社、 大阪）

［操作1

I). LCMSの設定

流速 0.4 ml/min 

移動相A: 0.1%ギ酸超純水

移動相B: 0.1%アセトニトリル

B: 5→5→JO→35→35% 

。→2→3→5→？min

イオン化法 APCI positive 

測定モード SIM (Selected Ion Monitoring) 

トリプトファン (m/z= 205) 

アマドリ化合物 (m/z= 367) 

PHP-TH�C (m/z = 367) 

アセチノレトリプトファン (m/z = 247) 

その他操作は第3章に準じた。

5. 統計処理
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市販統計パッケージSAS (SAS/STAT Version 9, SAS Institute, Cary, NC, USA) (SAS, 

2013）を用いて統計処理を行った。 PHP”TH�C投与群の投与30、60、180、360分後の

血疑中P田ーTH�C 濃度から、 SASの非線形回帰分析（NLIN Proced町e）を用いて

P田町TH�Cの半減期を計算した。 血竣中PHP岨THPC濃度を次の回帰式で表した。

PHP-THpC （州）=a • exp (-A.・投与後時間）+b 

また、 この減少関数において、 血衆中PHP-THPC の存在量が半分になるために要する

時間（tv2半減期）は次の式で表せる。

t112 =log 21:入
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第3節結果

PHP－耳IPCを投与したニワトリの血媛中PHP-THPC濃度の継時的変化をFig. 10 に示

した。

投与前の血築中P回開THPC濃度は9.1酬であった。 血柴中PHP-THpC濃度は、 投与

後30分で最も高くなり、16.1 凶4まで上昇した。 また、 投与後360分でニワトリの血

媛中PHP-THpC濃度は9.1凶4まで減少し、投与前と同等の濃度まで低下した。そこで、

PHP-THPC投与30分後を血築中PHP-THpCの最高濃度、投与360分後にP田ーTHpCが

消失したとして、統計処理ソフトを用いてニワトリ生体内におけるP田ー四pcの半減

期を算出したところ、PHP-THpcの生体内半減期は 99.02分で、あった。 また、血中

PHP”THPCの消失速度を求めるため、非線形回帰分析を行い、 次式を得た：P旧ーTHPC

濃度 (µM) =9.04*exp （ー0.007＊投与後時間 (min)) + 8.82。
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第4節考察

タンパク質の糖化ではタンパク質の リジン残基 に存在する アミノ基をグ、ルコースが

修飾することが知られている（Ikeda et al., 1996; Rabbani and Thomalley, 2012）。こ の化合

物をリジンアマドリ化合物（フルクトース リジン）と呼び、さらに酸化的関裂によって

カルボキシメチルリジンにML C町boxy methyl lys ine） と呼ばれるAGEsを生成する

(Ikeda et al., 1996; Hu dson et al., 2002; Miyazawa et al., 2012）。 アマドリ化合物をラット

の尾静脈から投与すると 、 投与したアマドリ化合物 の45% は60分で尿中へと 排准され

ることが報告されている （Hultsch et al., 2006）。 また、 Cl\在Lをマウス に静脈 投与した際

に、 投与後60分で41%が、120分で72%が跨脱へと移行することが報告されている（Xu

et al., 2013）。

本実験では、トリプトファンと グ〉レコースが結合したP田ーTH�Cをニワトリの翼下

静脈から投与した。血紫中 P田・THPC濃度の経時的変化から、P田ーTHPCの血中半減期

を計算したところ、99.02分という結果を得た（Fig. JO）。 先に報告されていたリジンア

マ ド リ 化 合 物およびCMLの 報告と概ね一致し て い ることから、 血築中からの

PHP-THpCの消失には、アマドリ化合物やAGEs の排祉機構が関与している可能性が示

唆された。
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第5章 ニワトリ組織中への糖化トリプトファン化合物の蓄積

第l節 目的

これまでの結果から、ニワトリの血中糖化トリプトファン化合物濃度が血中トリプト

ファン濃度 に依存することを示した。 また、 糖化トリプトファン化合物の一つである

PHP-THPCの半減期が99分程度 であることを明らかにした。 しかし、 糖化トリプトフ

ァンの代謝に関する各組織の関与については不明な点が多い。 そこで本章では、 糖化ト

リプトファンの一つであるPHP胴THPCがニワトリのどの組織で代謝されているのかを

明らかにすることを目的とした。

Kita (20日，2014）の研究によって、 グルコースとアルブミンまたは20種類のアミ

ノ酸混合物を基質とする糖化反応化合物をニワトリに静脈注射した後に、糖化反応化合

物が、 ニワトリのどの組織に蓄積するかを明らかにした。 しかしながら、単一アミノ酸

から得られた糖化反応化合物の組織取り込みに関する知見はなく、その継時的な 変化も

明らかにされていな い。

そこで木章では、 放射性同位元素で標識したP田ーTHPC をニワトリに静脈注射し、

ニワトリのどの組織にP旧，THPCが取り込まれるかを調査した。 また、 投与後の組織

を継時的に採取し、 組織に取り込まれたPHP-THPC の経時的変化を調査し、 各組織に

おけるP田ーTHPCの代謝について検討した。
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第2節材料および方法

I. 実験飼料の作製

［材料］

実験飼料の組成および材料は第2章 に準じた。

［操作I

第2章と同様の方法で飼料を作製した。

2. 放射性標識したPHP-TH�Cの合成

［材料l

グルコース （Glc、 180.16g. mor1) （和光純薬工業株式会社、 大阪）

トリプトファン （Trp、 204.23g・mor1) （和光純薬工業株式会社、 大阪）

L-[5-3珂ートリプトファン (0. 74-1.11 TBq/mmol、 l m Ci=37 MBqlml) (Am erican 

Radiolabeled Chem i cals Inc，恥10,USA )

NaOH (40.0 g・mor1) (5 N= IO g/ 50 mL) （和光純薬工業株式会社、 大阪）

ダウエックスsow×8 50 - 100メッシュ強酸性陽イオン交換樹脂 （ぽ形）（和光

純薬工業株式会社、 大阪）

3 NNH3 （和光純薬工業株式会社、 大阪）

250mLポリプロピレン製容器 （アズワン株式会社、 大阪）

LCMS用超純水 （和光純薬工業株式会社、 大阪）

50 mlシリンジ （テノレモ株式会社、 東京）

遠心エパポレーター （CVE-2200型・東京理科機器株式会社、 東京）

［操作1

!). トリプトファン0.51 g、L-[5-3同ートリプトファン 500同、グルコース90 gおよびSN

NaOHを2.5mlを250mlの超純水に溶解する。 この時、トリプトファンの比放射線

量は7.4 GBq/mmolとなった。

2). I ）の溶液を37 ℃で3日間インキュベーションした。

3）. ダワエックス50W-X8樹脂（以下、 樹脂）を25 g加え、 よく振り混ぜた。

4). 3）を3プCで2 時間インキュベートした。

5). 50 mLシリンジに脱脂綿を入れ、 25mlの超純水で8回洗った。

6）. 樹脂を脱脂綿ごと新しい容器に入れ、 3NN誌を150mL加えた。

7). 4℃で一晩インキュベーションした。
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8). 50 mLシリンジに脱脂綿を詰め、7）の樹脂をシリンジに入れ、3NN誌を排出した。

9). 8）の溶液を15 ml 遠沈管に10 mlずつ分注し遠心 エパポレーターで真空濃縮した。

10). 9）の溶液を静置すると白色の結品が析出する。 上清を除き、 結晶を超純水で懸濁

してアシストチューブへ移した。

11). 23,000 xgで1分間遠心分離する。 上清を除き、 沈殿に少量の超純水を加えて 懸濁

した。

12). 11）を9回繰り返した。

13). 12）で巳残った結晶を水で懸濁し、 真空エパポレーダーで乾固した。

14）.得られたPHP-THPCを5 mMとなるように超純水に漆解し、液体シンチレーション

カ ウ ン タ ー で放射線量を測定 したところ 、 PHP-THpC の比放射線量は 1.11

MBq/mmolであった。

2 . ニワトリ の飼養管理

［材料］

単冠白色レグホン雄ヒナ（小岩井農牧株式会社、岩手）

幼雛用市販飼料（CP20 .7%、ME 2,892 kcal/kg豊橋飼料株式会社、 愛知）

遠心分離機 (KUBOTA5910、 久保田商事株式会社、東京）

液体シンチレーションカウンター用ミニパイアノレ（ PerkinElm er Inc.、CA、USA)

ポリ糠紙（ポリエチレンろ紙 Aqua、株式会社千代田テクノノレ 、 東京）

［操作1

1）. 単冠白色レグホン種雄ヒナ 50羽を8日齢まで幼雛用市販飼料を与え、育雛器内で

育て た。

2). 8日齢のヒナ全てをケージ l 区箇あたり2羽ずつになるよう 入れ、 コントロール 飼

料を与えて ケージおよび実験飼料に対する馴致を行った。 この際、ケージ から抜け

出すま たは飼料を摂取し ない ヒナは淘汰した。

3). I 0日齢 時に各処理区の平均体重が同じになるようにヒナを16羽選抜 し、 コントロ

ーノレ（トリプトファン過剰0%） 飼料給与区 とトリプトファン過剰添J加飼料給与区

に8羽ずつ振り分けた。

4）.各処理区のヒナに[3H］で標識したPHP”THPCを翼下静脈から1,000 Bq/0.2 ml/100 g 

BWとなるように投与した。

5）. 投与したヒナはコート紙を底面に敷いた単飼ケージで所定の時間 単飼した。

6). Pl王P-THpC 投与後 、30、 60、 180 および360分 後に各処理区、 各時間 2羽 のニワト

リにジエチノレエーテルで麻酔をかけ、 心臓 から血液を採取し、大脳、中脳、小脳、

眼、 心臓、 肺、腺胃、筋胃、肝臓、腎臓、 粋臓、目撃臓、精巣、十二指腸、空腸、回
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腸、 盲腸、 直腸、 浅胸筋、 深胸筋および皮膚を採取した。

η． 採取した血液は5,000 xg、 4℃の条件下で20 分間遠心分離を行い、 血紫を分離した

後に－20°Cで冷凍保存した。

8）. 採取した組織は重量測定後、 およそ0.4 g を取り分け、 サンプリングチューブに入

れて液体窒素で速やかに凍結した。 凍結後は分析まで－20℃で保存した。

9）. 単飼期間中の排植物を回収し、 ガラスパイアノレへ採取した。

10）. 排池によって濡れたポリ漉紙を2.5 x2.5 cmに裁断し、ガラスパイアノレに採取した。

11）.上記1）から10）の操作をさらに2 回繰り返した。

［材料1

水酸化ナトリウム（和光純薬株式会社、 大阪）

ポリオキシエチレン（10） オクチルフェニノレエーテノレ（以後Triton-X)

薬株式会社、 大阪）

（和光純

0.5%NaOH/0.1 %Triton”X：超純水200 ml に水酸化ナトリウムl gとTriton-Xを0.2 ml

加えて溶解した。

ペッスル型ホモジナイザー（アズワン株式会社、 大阪）

液体シンチレーションカウンター用ミニパイアル（PerkinElmer Inc. , CA, USA) 

液体シンチレーションカクテル（Ultima Go ld、 PerkinElmerInc., CA, USA) 

液体シンチレーションカウンター（Tri-Carb B3 l l OTR、 PerkinElmer Inc. , CA, USA) 

［操作1

1）. 血授を200 µIずつ液体シンチレーションカワンター用ミニパイアルに入れ、液体シ

ンチレーションカクテ／レを2 ml加えてよく混合した後、 液体シンチレーションカ

ワンターで放射能を測定した。

2）. 組織サンプノレの入ったサンプリング、チューブ、は、サンプリンク守チューブP重量を測定

した後に、 組織を含めた重量を測定した。

3）. サンプリンク事チューブ、に0.5% NaOH/0.1% Triton-Xを0.6 ml加えて、 重量を測定し

た。

4）. ペッスノレ型ホモジナイザーで組織サンプノレを破砕した後に、 重量を測定した。

5）. 組織サンフツレを80℃で16時間インキュベートした後に、 重量を測定した。

6）. 液体シンチレーションカウンター用ミニパイアルの重量を測定した。

7）. 液体シンチレーションカウンター用ミニパイアルに組織サンプルを移し、重量をjj!lj

定した。

8 ). 液体シンチレーションカウンター用ミニパイアルに液体シンチレーションカクテ

ノレを5 ml加えてよく混合した後に、 液体シンチレーションカウンターで放射線量
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を測定した。

9）. 測定した重量から操作で失った組織 重量を補正し、 組織l g当たりの放射線量を計

算した。

10）.排池物が入ったガラスパイアノレへ液体シンチレーションカクテルを5 ml加え、 放

射線量を測定した。

11）.ポリ漉紙が入ったガラスパイアノレへ液体シンチレーションカクテルを5 ml加え、

放射線量を測定した。

12). I 0および11 の放射線量を加算し、 排f世物中の放射能とした。

5. 統計処理

市販統計パッケージSAS (SAS/STAT Version 9, SAS Institute, C田y, NC, USA) (SAS, 

2013）を用いて統計処理を行った。組織中の放射線量は、三元配置分散分析法を用いて、

飼料、 組織およびPHP-TH�C投与後時間の効果を要因分析した。 血媛中および排池物

中の放射線量はこ元配置分散分析法を用いて、 飼料とP田ーTHPC投与後の時間の効果

を要因分析した。 ま た、PHP-THPC投与30、60、180および360分後の 血妓中および組

織中放射線量から、 SASの非線形回帰分析（NLlNProcedure） を用いて血祭中および各

組織中のPHP-THPCの半減期を計算した。 血築中および組織中の放射線量の変化を次

の 回帰式で表した。

血疑中放射線量 （Bq/ml) = a • exp （ーλ・投与後時間） +b 

組織中放射線量 (Bq/g tissue ) =a • exp (-A.・投与後時間）十b

この時、 回帰式のパラメーターが収束しなかった組織および回帰式のProbabilityが

P>0.05と なる 組織については回帰式を 求めなかったo

回帰式が求められた場合、 放射線量が半分に なるまでに要する時間（t112；半減期） は

次の式で表した。

t，β ＝log 21:λ 
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第3節結果

Table 5に各臓器中の放射線量に対する分散分析表を、Fig. 11に投与後時間毎の組織

中放射線量を示した。飼料（ トリプトファン添加Oおよび 3%）の主効果は認められず、

[3町－PHP-THpc投与後時間および組織の主効果が有意であった（Pく0.01)。また、3要因

の交互作用は認められなかったも のの、 飼料と投与後時間の間（P<0.05） および投与

後時間と組織（P<0.01） の聞に交互作用が 認められた。給与 飼料の違いを考慮せず

[3明ーPHP-THPC投与後時間ごとに組織lg当たりの放射線量を調査すると、0.5および 1

時間までは腎臓中への放射線量量が多く、3時間以降は盲腸中の放射線量が高いことが

示された。

Table 6に血疑中の放射線量に対する分散分析表を、Fig. 12に血疑中放射線量の継時

的変化を示した。飼料の違いと「明”PHP-THPC投与後時間の聞に交互作用は認められず、

投与後時間のみが 有意であった （Pく0.01)。投与時間の経過に伴い、血妓中の放射線量

が減少 することが示された。

Table 7に排池物中の放射線量に対する分散分析表を、Fig. 13に排激物中の放射線量

の継時的変化を示した。 飼料の違い（P<0.05） と「町ーP田ーTHPC 投与後時間（P<0.01)

の主効果がそ れぞ、れ 有意であったo飼料の違いと投与後時間の問に交互作用は認められ

なかった。トリプトファン過剰添加飼料をニワトリに給与 すると排池物中の放射線量能

は有意 に減少した。また、排准された 放射線量は継時的に増加することが示された。

Table Sに血築中および組織中の放射線量の回帰式および半減期を示した。大脳およ

び盲腸は 飼料の違いに関係なく、回帰式を得ることができなかった。また、小脳は対照

飼料区のみ、中脳、回腸および直腸は トリプトファン過剰添加飼料区においてのみ、回

帰式が得られた。線胃はPHP-THPC投与1 時間後の組織中放射線量が最も高かったた

め、1時間後から6時間後までの放射線量で回帰式を計算した。その他の組織および血

柴は有意な回帰式を求めることができた。 トリプトファン3%添加飼料を給与したニワ

トリにおける中脳中半減期は 3199.l分であった。トリプトファン0%添加飼料を給与し

たニワトリにおける 小脳中半減期は 2520.5分であった。トリプトファン0%添加飼料を

給与したニワトリにおける眼中の[3問ーPHP-THPC の半減期は 24.2 分であり、 トリプト

ファン3%添加飼料を給与したニワトリにおける眼中半減期は71.1分であったロトリプ

トファン0%添加飼料を給与したニワトリにおける心臓中の［＇問手目－THPCの半減期は

78.2分であり、 トリプトファン3%添加飼料を給与したニワトリにおける心臓中半減期

は 42.3 分であった。 トリプトファン 0%添加飼料を給与したニワトリにおける肺中の

［＇珂－PHP-THpCの半減期は46.2分であり、トリプトファン3%添訓飼料を給与したニワ

トリにおける肺中半減期は49.2分であった。トリプトファン0%添加飼料を給与したニ

ワトリにおける線胃中の［＇町ーP田ーTHPCの半減期は72.4分であり、トリプトファン3%

添J加飼料を給与したニワトリにおける線胃中半減期は 106.7分であった。 トリプトフア
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ン0%添加飼料を給与したニワトリにおける筋胃中の［3珂－Pl王P-TH�Cの半減期は55.8分

であり、 トリプトファン3%添加飼料を給与したニワトリにおける筋胃中半減期は45.6

分であった。 トリプトファン 0%添加飼料を給与したニワト リにおける肝臓中の

[3町ーP田ーTHPCの半減期は48.1分であり、トリプトファン3%添加飼料を給与したニワ

トリにおける肝臓中半減期は47.8分であった。トリプトファン0%添ゐ日飼料を給与した

ニワトリにおける腎臓中の[3町－PHP-THpcの半減期は69.6 分であり、 トリプトファン

3%添加飼料を給与したニワトリにおける腎臓中半減期は30.2分であった。 トリプトフ

ァン 0%添加飼料を給与したニワトリにおける牌臓中の「珂－P田ー耳切C の半減期は

110.1 分であり、 トリプトファン 3%添加飼料を給与したニワトリにおける牌臓中半減

期は143.7分であった。 トリプトファン0%添加飼料を給与したニワトリにおける勝臓

中の[3H］”P田ーTHPCの半減期は11.7分であり、トリプトファン3%添却飼料を給与した

ニワトリにおける目撃臓中半減期は47.6分であった。トリプトファン0%添加飼料を給与

したニワトリにおける精巣中の[3問－PHP-THPCの半減期は105.7分であり、 トリプトフ

ァン3%添加飼料を給与したニワトリにおける精巣中半減期は32.1分であった。トリプ

トファン0%添加飼料を給与したニワトリにおける十二指腸中の[3問ーP田ーTHPCの半減

期は112.8分であり、 トリプトファン3%添加飼料を給与したニワトリにおける十二指

腸中半減期は55.2分であった。トリプトファン0%添加飼料を給与したニワトリにおけ

る空腸中の［3町－PHP-THpCの半減期は203.3分であり、 トリプトファン3%添加飼料を

給与したニワトリにおける空腸中半減期は49.4分であった。トリプトファン3%添ー加飼

料を給与したニワトリにおける回腸中半減期は128.1分であった。 トリプトファン3%

添加飼料を給与したニワトリにおける直腸中半減期は 85.4分で、あった。 トリプトファ

ン0%添加飼料を給与したニワトリにおける浅胸筋中の[3町－P田ーTHPCの半減期は48.3

分であり、トリプトファン3%添加飼料を給与したニワトリにおける浅胸筋中半減期は

44.8分であった。 トリプトファン0%添加飼料を給与したニワトリにおける深胸筋中の

「HJ平田ーTHPCの半減期は54.7分であり、トリプトファン3%添加飼料を給与したニワ

トリにおける深胸筋中半減期は25.0分であった。トリプトファン0%添加飼料を給与し

たニワトリにおける皮膚中の[3H］ーP田ーTHPC の半減期は52.4分であり、 トリプトファ

ン3%添加飼料を給与したニワトリにおける皮膚中半減期は29.l分であった。トリプト

ファン0%添加飼料を給与したニワトリにおける血竣中中の[3岡田PHP-THPCの半減期は

42.8分であり、 トリプトファン3%添ー加飼料を給与したニワトリにおける血疑中中半減

期は31.9分で、あった。
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第4節考察

アルブミンまたは 20種類のアミノ酸混合物とグルコースから生成した糖化化合物を

ニワトリに静脈注射すると、 投与後30分後で肝臓、 腎臓および牌臓に糖化反応化合物

が蓄積した（Kita, 20日，2014）。 これらの報告で壮肝臓への蓄積が顕著であったが、 本

研究においては腎臓への蓄積が著しく多く、P回開THPCは腎臓に速やかに取り込まれる

ことが明らかとなった。 血築中および腎臓中において放射線量が継時的に低下し、 同時

に排地物中の放射線量が増加していることから、 翼下静脈から投与した PHP-THpC は

腎臓を介して排粧されていることが明らかになった。この結果は、前章で述べたように、

リジンアマドリ化合物やCMLの排池と同様であった（Hultsch et al., 2006; Xu et al., 

2013）。 したがって、 ニワトリの生体内におけるPHP-THpCの排池には、 アマドリ化合

物やAGEsの排准機構が関与している可能性が示唆された。

血疑中の放射線量はトリプトファン過剰添�:!Jo飼料給与による影響を受けなかった。そ

の一方で、、排准物中の放射能量はトリプトファン過剰添点目飼料給与によって低下したこ

とから、食餌性トリプトファンは血妓中のP田ーTHPC異化速度を変化させないものの、

生体内からのP田ーTHPC排准を抑制する可能性が示された。

そこで、 各組織中放射線量の継時的変化から回帰式を得て、 組織中の P田ーTHPC 半

減期を計算した（Table 8）。 大脳、 中脳および小脳中の放射線量は投与後ほぼ一定であ

り、 トリプトファン3%過剰添加飼料区の中脳および対照飼料区の小脳を除き、 有意な

回帰式を得ることはできなかった。眼、腺胃、牌臓および目撃臓はトリプトファン過剰添

加飼料区が対照区に比べて半減期が 130-400%に長くなっており、 その他の組織ではト

リプトファン過剰添加飼料区が対照区よりも半減期が短かった。 このことから、 限、腺

胃、牌臓および勝臓はP田ーTHPCの排祉が遅い可能性が考えられた。P田ーTHPC投与3

および 6時間後において盲腸の放射線量が有意に高くなっていたニワトリの盲腸は哨

乳類とは異なった形状をしており、その機能も晴乳類とは大きく異なっている。しかし、

なぜニワトリの盲腸に P田ーTHPC が集積しているのかは不明であり、 今後の研究が必

要であると考えられた。

第4章において血疑中P田ーTHPCの半減期は99分と示したが、 本章の実験では対照

区では42.8分、 トリプトファン過剰添加飼料区では31.9分となった（Table 8）。 第4章

では7日齢のニワトリヒナを、 本章では17日齢のニワトリヒナを用いたことから、 前

章と本章における結果の違いとして、 実験に用いたニワトリの日齢の違いが考えられた。
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付表

Table 5. Three-way AN OVA of the incorporation of [3珂－PHP-THPC

in various tissues of chickens fed甘ypt。phan· xcess die·お

Factors 
Diet 
Time 
Tissue 
Dietx T討ie
Diet x Tissue 
Time x Tissue 
Diet x Time x Tissue 

Dem:ee of freedom Probability off ratio 
=0.15 

3 <0.01 

20 <0.01 

3 <0.05 

20 =0.99 

60 <0.01 

60 =0.88 
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Table 6. Two-way ANOVA ofradioactivity in the plasma of 

chickens administrated [3町－PHP-TH�C via wing vein 

Factors 
Diet 
T卸1e
Dietx T ime 

Degree of企eedom Probabilitv of F ratio 
I 胃0.53

3 <0.01 

3 =0.83 
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Table 7. Two-way ANO VA of radioactivi守in the excreta of 

chickens a白山狩ated ［＇町”PHP-THPC via wing vein 

Factors 

Diet 

Time 

Diet xTime 

Degree of freedom Probabilitv ofF ratio 

I <0.01 

3 

3 

61 

<0.01 

=0.44 



Table 8. Regression equation and half life of radioactivity in various tissues and plasma of 

chickens fed甘yptophan-excess diet and adminis凶ted [3町”PHP-TH�C via wing vein 

TISsue Diet Regression eguat1on Probab山lJ:.Y Half li fe {min2 

Cerebrum 
0予も =0.26 
3% =0.69 

Mesencephalon 
0% Conver畠：ence crttenon did not met 
3% =0.7234exp（ー0.0130・TIME) <0.01 3199.l 

Cellebrullem 
。% =0.5585田中（－0.0165・TIME) <0.01 2520.5 
3% =O 33 

Eye 
0% =I.I964exp（ー1.7166・TIME)+0.4417 <0.01 24.2 
3% =1.007exp(-0.585・TIME)+0.3026 <0.05 71.1 

Hea此
0% =2.7654exp(-0.5319・TIME) <0.01 78.2 
3% =3.4032exp(-0.9836・TIME)+0.4205 <0.01 42.3 

Lung 
0% =2.9525exp(-0.8999・TIME)+0.3411 <0.01 46.2 
3% =3 .9088exp（・0.8459・TIME)+0.2618 <0.01 49.2 

Provent1culus 
＊ 0% =1.1273exp(-0.5743・TIME)+0.6394 <0.05 72.4 

3% =l.3546expや0.3899・TIME)+0.4747 <0.01 106.7 

Gizzard 
0% =1.5024白紙－0.7453・Tll＼偲）＋0.5922 く0.01 55.8 
3% =2.5177exp（ー0.9126・TIME)+0.4745 <0.01 45.6 

Liver 
0% =15.9002exp（ー0.864・TIME)+0.5354 <0.01 48.l 
3% =15.9146exp(-0.8693・TIME)+0.5121 <0.01 47.8 

Kidney 
0% =35.0235exp(-0.5976・TIME) <0.01 69.6 
3% =69.2218exp(-l.3786・TIME)+1.3794 <0.01 30.2 

Spleen 
0% =5.1957exp(-0.3778・TIME)+0.079 <0.01 llO.l 
3% =3.9273exp(-0.2894・TIME)+1.4484 <0.01 143.7 

Pancreas 
0% =6.7713exp(-3.5418・TI！＼伍）÷1.1968 <0.01 11.7 
3% =2.3010exp(-0.8744・TIME)+l.0309 <0.01 47.6 

Testis 
0% =7.3743exp（ー仏3933・TIME)+l.3858 <0.01 105.7 
3% =14.6677exp（”1.2944・TIME)+2.4483 <0.01 32.1 

Duodenum 
0% =I.7715exp(-0.3687・TIME)+0.4916 <0.01 112.8 
3% =2.0949exp（ー0.7531・TIME)+0.657 く0.01 55.2 

Jejunum 
0% =2.1873exp(-0.2046・TIME) <0.01 203.3 
3% =3.2952exp(-0.8423・TIME)+0.5582 <0.01 49.4 

Ileum 
0% Converg問ce criterion did not met 
3% =4.0938exp十0.3247・TI！＼在E)+0.3077 <0.01 128.1 

Cecum 
0号も
3号も

Rec白m
。% =O 70 
3% =l 7.2837exp(-0.4868・TI！＼在E)+l.7964 <0.01 85.4 

Major 
0% =2 .444 7 exp（旬0.8602・TIME)+0.3925 <0.01 48.3 
3% =1.665exp(-0.9273・TIME)+0.3832 <0.01 44.8 

Minor 
0% =l.8586exp(-0.7597・TIME)+0.3495 <0.01 54.7 
3% =4.2107exp（ー1.6663・TIME)+0.3209 <0.01 25.0 

Skin 
0% =9.2836exp(-0.7941・TIME)+0.4406 <0.01 52.4 
3% =l 7.5049exp(-1.4281・TIME)+1.3170 <0.01 29.1 

Plasma 
。% =13.61 lexp（・0.9715・TIME)+0.8449 <0.01 42.8 
3% =18.1457ex2(-l.3049・TIME)+1.1421 <0.01 31.9 

' 
The regression equation of proventiculus was calculated by using data after administration 

from I to 6 hours. 
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第6章ニワトリ日歪由来細胞への糖化トリプトファン化合物の取り込み

第l節 目的

前章 では、ニ ワ トリの翼下静脈から糖化トリプトファン化合物の一つである

P田ーTHPCを投与し、各組織への取り込みおよび半減期を求めた。 その結果から、肝臓

および腎臓が糖化トリプトファン代謝に重要な働きを有している可能性が示された。ま

た、 Kita (20日、 2014）の報告から、ニワトリにおける糖化化合物代謝には牌臓も関与

している可能性がある。

そこで本章では、放射性同位元素で標識した糖化トリプトファン化合物を用いて、ニ

ワトリ目玉から採取した初代培養細胞への糖化トリプトファン化合物取り込み能を調査

した。
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第2節材料および方法

1. 放射性糖化トリプトファン化合物の作製

［材料］

LCMS用超純水（和光純薬株式会社、 大阪）

Dーグルコース（和光純薬株式会社、 大阪）

U-14C-D－グ／レコース（Moravek Biochemicals, Inc., CA, USA) 

L－トリプトファン（和光純薬株式会社、 大阪）

水酸化ナトリウム（和光純薬株式会社、 大阪）

恒温器（MALTI-SHAKER OVEN HP、 タイテック株式会社、 埼玉）

ダウエックスsow x 8 50 -100メッシュ強酸性陽イオン交換樹脂 （ぽ形）（和光

純薬株式会社、 大阪）

25%アンモニア水（和光純薬株式会社、 大阪）

テストチューブ（栄研チューブ l号、 栄研化学株式会社、 東京）

アスピレーダー（A-3 S型、 東京理化器械株式会社、 東京）

遠心エパポレーター（CVE-2000 型、 東京理科機会株式会社、 東京）

遠心分離機（KUBOTA!720、 久保田商事株式会社、 東京）

［操作1

!). I mMのU-14C-D－グルコースを含む19mMのDーグソレコース溶液に20mMのしトリ

プトファン溶液を100 µIずつ混和した。

2). I)の溶液を37℃の恒温器で7日間保混した。

3). 2）の溶液に強酸性陽イオン交換樹脂を0.4 ml加え、 超純水で9回洗浄し、 グルコ

ースを除いた。

4). 3）で出た洗浄水を液体シンチレーションカウンターで放射線量を測定し、 放射線

量がパックグラウンドと同等であることを確認した。

5). 3 NのNH3を0.3ml加え、 4℃で一晩静置した。

6). 5）を15,000 xgで5分間、 4℃で遠心分離した。

7). 3 Nの NH，を0.1ml加え、 15,000 xgで5分間、 4℃で遠心分離した。

8). 7）を繰り返した。

9）. 遠心エパポレーダーおよびアスピレーターを用いて、 NH3を揮発させた。

10). 6）から9）で得られたサンプルから5 µI採取し、 液体シンチレーションカウンタ

ーで放射線量を測定した。 この時の放射線量は4.5 Bq/ µIであり、 これを放射性糖

化トリプトファン化合物とした。

11）. 得られた放射性糖化トリプトファン化合物は4℃で保存した。
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2. ニワトリ膝からの＊,El＊接由来細胞の調製

［材料］

ニワトリ（単冠白色レグホン）受精卵（小岩井農牧株式会社、 岩手）

消毒用エタノール（和光純薬株式会社、大阪）

ダルベッコ改変リン酸緩衝生理食塩水（Dullb田co’s phosphate-buffered saline，以後

DPBS) （インピトロジェン株式会社、東京）

滅菌シャーレ（浅型 90×15 mm、 旭テクノグラ ス株式会社、東京）

滅菌済み50 mlチューブ（ グライナー・ジャパン株式会社、 東京）

2.5%トリプシン（lOx、インピトロジェン株式会社、東京）

199アーノレ液体培地（以後 Medium199) （インピトロジェン株式会社、東京）

ウシ胎児血清（Fe包l calf serum，以後 FCS) （インピトロジェン株式会社、 東京）

アンフォテリシン（250 µg/ml，インピトロジェン株式会社、 東京）

ペニシリンーストレプトマイシン（ペニシリン10,000 units/ml， ストレプトマイシ

ン10 mg/ml, Biological Industries Ltd. Israel) 

グンタマイシン（10 mg/ml、インビトロジェン株式会社、 東京）

0.22 µmメンブレ ンフイノレター（ GV Durapore Membren, Millipore Corporation, 

Billerica, MA, USA) 

M199+!0%FCS: Medium199 を4 37.5 ml、アンフォテリシンとペニシリンをそれぞ

れ5.0 ml、 グンタマイシンを2.Sml、FCS を50 ml 混合した培養液。

ガーゼ（ 30 cm×lOm、 株式会社長谷川綿行、愛知）

トリパンブルー （和光純薬株式会社、大阪）

0. 3%トリパンブルー・トリバンプ？ルー30 mg を10 mlのDPBS に溶解し、0.22 µm 

メンブレンフィノレターに通して滅菌した。

サ ンプリング、チューブ、 (1.5 ml、イナ・オプティカ株式会社、大阪）

コラ ーゲンコート48ーワエ／レプレート（Collagen I cellware 48-well Plate, Becton 

Dickinson Labware, Bedford, MA, USA) 

C02インキュベーター（4020型、 朝日ライフサイエンス株式会社、 東京）

鮮卵器（ ベピ－B型、 株式会社昭和フラ ンキ、埼玉）

恒温水槽（以後、 ウォーターパス） (T田RMO阻NDERSM-05、 タイテック株式会

社、埼玉）

遠心分離機（KUBOTA5910、 久保田商事株式会社、東京）

血球計算盤（4 x 2 cell (0.04 mm2 x 0.1 mm ）、Improved Neubauer、 萱垣医理科工業

株式会社、東京）

68 



［操作1

I) 30個の受精卵を、 37.6℃に設定した鮮卵器内で19日間 鮮卵 した。

2) クリーンベン チ内で、 解卵 19日目の受精卵を消毒用アル コールで、拭いた。

3) 受精卵の鈍端を ピンセットでつ ついて割り、 ニワトリ怪を採取した。

4) ニワトリ怪の首を切断し、胸部および腹部を切開して浅胸筋、 牌臓 、 腎臓および肝

臓を採取した。 採取した組織はDPBSを満たした滅菌シャーレに入れた。

5) ピンセットを用いて、脂肪や血管 などの目的以外の組織を浅胸筋から除去した。

6) 各組織を別の滅菌シャーレに移しDPBSを除去した。

7) ハサミを用いて組織を細かく刻んだ。

8) 滅菌済み 50 ml遠沈管にDPBS 45 ml と2.5%トリプシンを 5 ml 入れ、その中に細か

く刻んf滋E織をそれぞれ入れた。

9) 37°Cに設定したウォーターパスで浅胸筋、牌臓 、腎臓および肝臓をそれぞれ約50、

45、 40および30分間インキュベーション した。

IO) 5,000 xgで3分間遠心分離して細胞を沈殿させ、 上清を除去した。

11) M199+10%FCSを25 ml加え、 5,000 x gで3分間遠心分離し、 上清を除去した。

12) Ml99+10%FCSを25 ml加え、 濁るまでピペッティングした。

13）新しい 50 ml 遠沈管の上に滅菌 したガーゼを置き、 その上 から細胞懸濁液を流し、

未消化の組織片を取り除いた。

14) 5,000 x gで15分間遠心分離し、 細胞を集めた。

15）上清を捨て、 細胞を25 mlのMJ99+10%FCSで再懸濁した。

16）細胞懸濁液 100 µIを 1.5 mlサンプリングチューブ、にとり、 JOO µlの 0.3%トリパン

ブノレーを加えて混ぜた。

17）血球計算盤を用いて細胞の数を計測した。

18) 4 x 2 cell/ (0.04 mm
2 

x 0.1 mm) = 8 cell/0.004 mm3 = 2,000 cells/mm3 = 2,000,000 

cells/cm3 = 2 x 106 cells/ml= 5.0 x 105 cells/250 µI/well (9.8 mm diameter)) 

19) (17）の計算結果をもとに、直径9.8 mmのワェノレ 1 つあたりの細胞の数が5.0 x 105 

cells となるように、 コラーゲン コート した 48 ウェルプレートに播種した。

20) C02インキュベ｝ター内で 5%C02-95%空気の気相下のもと、 37°Cでコンフルエン

トになるまで培養した。

3. 実験培養液の作製

［材料1

Medium199 （インピトロジェン株式会社、 東京）

放射性糖化トリプトファン化合物溶液

滅菌済み超純水・オートクレーブ した超純水を無菌環境下で0.22 µmメンブレンフ
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ィルターに通して滅菌した。

FCS （インピトロジェン株式会社、 東京）

滅菌済み15 mlチューブ（グライナー・ ジャパン株式会社、 東京）

滅菌済み50 mlチューブ（グライナー・ ジャパン株式会社、 東京）

2 50 m Lポリプロピレン製容器（アズワン株式会社、 大阪）

液体シンチレーションカウンター用ミニパイアル（6 ml、 W HWATON SCIENCE 

PRODUCTS, Millville, NJ, USA) 

液体シンチレーター（Ultima Gold、 PerkinElmer Inc., CA , USA) 

液体シンチレーションカウンター（LSC・1500、 アロカ株式会社、 東京）

［操作1

I) FCSを10%含むMediuml99を5 ml、 滅菌済み15 mlチューブ、に分注し、 放射線量

が約60 Bq/mlとなるように、培養液に放射性糖化トリプトファン化合物溶液を65 µ! 

添加した。 こちらを糖化トリプトファン化合物培養液とする。
2) 対照として、 FCSを10%含むMediuml99を5 ml、 滅菌済み15 mlチューブ、に分注

し、 滅菌済み超純水を65 µI添加した。 こちらを対照培養液とする。

4. 細胞への糖化トリプトファン化合物取り込みの測定

［材料］

対照培養液（自作）

糖化トリプトファン化合物培養液（自作）

Mediuml99 （インピトロジェン株式会社、 東京）

DPBS （インピトロジェン株式会社、 東京）

水駿化 ナトリウム（和光純薬株式会社、 大阪）

Triton-X （和光純薬株式会社、 大阪）

0.5% NaOH/0.1% Triton-X （第5章に準じて作製した）

液体シンチレーションカウンター用ミニパイアル（6 ml、司直WATON SCIENCE 

PRODUCTS, Mill、rille, NJ, USA) 

液体シンチレーションカクテル（Ultima Gold、 PerkinElmer Inc., CA , USA) 

液体シンチレーションカワンター（LSC-1500、 アロカ株式会社、 東京）

［操作1

I) 対照培養液または糖化トリプトファン培養液を48ウェルプレートに 400 µ！ずつ入

れた。

2) co，インキュベーター内で5%C0,-95%空気の気相下、 37℃で一晩培養した。
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3) ウエノレ中の培養液を除去した。

4) 氷冷したMediuml99を400 µIずつウェルに入れ、 直ちに取り除いて細胞を洗浄し

た。

5) 4）をさらに2度繰り返した。

6) 洗浄したMediuml99中の放射能がパックグラワンドと同程度であることを確認し、

0.5% NaOH/0.1 % T riton-Xを400µIずつワェルに入れて約30分間室温に放置し、細

胞を溶解した。

7) 得られた細胞溶解液をヒ。ペッティングすることにより均一にした。

8) 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用ミニパイアノレに入れた。

液体シンチレーターを 2 ml加えてよく混合した後、 液体シンチレーションカワン

ターで放射線量を測定し、 糖化トリプトファン化合物取り込みの指標とした。

5. 統計処理

市販統計パッケージSAS (SAS/STAT Version 6, SAS Institute, Cary, NC, USA) (SAS, 

1999）を用いて統計処理を行った。 二元配置分散分析法を用いて糖化トリプトファン化

合物および組織由来細胞の種類の効果を要因分析した。
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第3節結果

Fig. 14に各組織由来細胞への糖化トリプトファン化合物取込みを示した。糖化トリプ

トファン化合物の添加および細胞が 由来した組織の種類の主効果が全て有意であり

(P<0.01）、さらに、2要因の交互作用も有意（Pく0.01）で、あった。全ての組織において、

糖化トリプトファン化合物区は対照区と比べて放射線量は有意に高かった。また、筋肉、

腎臓、 牌臓、 肝臓の順に糖化トリプトファン化合物が 取り込まれることが示された。
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第4節考察

ニワトリの翼下静脈から糖化タンパク質由来AGEsを投与した際、糖化タンパク質由

来AGEsは投与30分後に腎臓および牌臓に蓄積し、 次いで腎臓に蓄積することが報告

されている（Kita, 2011）。 また、 同様に糖化アミノ酸由来AGEs溶液をニワトリに投与

すると、投与30分後に肝臓、牌臓、腎臓の順に苔積したと報告されている（Kita, 2014）。

一方でR、 両報告とも浅胸筋への蓄積はわずかであった。

Fig. 14.に示したように、糖化トリプトファン化合物は全ての臓器由来細胞で取込みが

認められた。 さらに、 筋肉由来の細胞に最も多くの糖化トリプトファン化合物が取り込

まれた。 この結果は、先の報告とは具なり、 糖化トリプトファン化合物が筋肉に優先的

に取り込まれる可能性を示唆した。

しかし、第6章では、 糖化トリプトファン化合物であるPHP-TH�Cをニワトリに投

与しでも、 浅胸筋への蓄積はわずかで、あった。 この矛盾の原因はいくつか考えられる。

第一に、本章の実験で用いた糖化トリプトファン化合物が、トリプトファンアマドリ化

合物およびPHP-THPCの混合物であるという点が挙げられる。 すなわち、 トリプトフ

ァンアマドリ化合物およびPHP-THPCのどちらが取り込まれているかの区別ができな

い。 第二に、 17日齢のヒナと、目玉発生時のニワトリでは糖化トリプトファン化合物の

取り込み機構に違いがあるかもしれない。第三に、ヒナ を用いた系で、は循環する血液中

に存在するP旧同THPCを取込んでいるが、 本章では初代細胞培養系 を用いており、 糖

化トリプトファン化合物を細胞内へ取込むまでの過程が異なる。 したがって、今後、 細

胞へ糖化トリプトファン化合物が取り込まれる機構 を調べることが必要であると考え

られた。
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第7章 ニワトリ脹由来細胞へのPHP”THPCの取り込み

第1節 目的

第6章において、 ニワトリ庇由来の初代培養細胞では、筋肉由来細胞に糖化トリプト

ファン化合物がより取り込まれる可能性が示唆された。 この結果は第 5 章において

P旧制THPCをニワトリヒナに投与した際に、筋肉にはあまり取り込まれなかったと言う

結果とは異なるものであった。

第5章において行ったニワトリヒナを用いた実験と、第6章において行った初代培養

細胞系ではいくつかの相違点がある。一つはニワトリの日齢である。第5章では鮮化後

17日目のニワトリヒナを用いたが、 第 6 章では鮮化前のニワトリ 脹から調製した初代

培養細胞である。もう一つは、 第6章において培養液に添却した糖化トリプトファン化

合物が、 アマドリ化合物と PHP-THPC の混合物であったのに対して、 第 5 章では

PHP-THPCのみをニワトリヒナに投与した。

そこで本章では、 単一の糖化トリプトファン化合物である PHP-THpcを放射性同位

元素で標識し、 細胞へのPHP-THPC取り込み能を評価した。また、P旧ーTHPCが細胞に

どのように取り込まれるのかは未解明のままである。そこで、 培養細胞をタンパク質画

分、 非タンパク質画分および全細胞画分に分けて PHP-THpcの取り込まれた放射線量

を測定した。
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第2節材料および方法

I. 放射性PHP”THPCの作製

［材料】

LCMS用超純水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

D・ グルコース（和光純薬工業株式会社、 大阪）

L，トリプトファン（和光純薬工業株式会社、 大阪）

L-[5-3町ートリプトファン（0.74 TBq/mmol、 37 MBq/ml) (American Radio labele d 

Chemicals Inc., MO, USA) 

水酸化ナトリウム（和光純薬工業株式会社、 大阪）

恒湿器（ MALTI-SHAKER O VEN HP、 タイテック株式会社、 埼玉）

ダウエックスsow×XS 50ー100メッシュ 強酸性陽イオン交換樹脂 （H＋形）（和

光純薬工業株式会社、 大阪）

25%アンモニア水（和光純薬株工業式会社、 大阪）

250m Lポリプロピレン製容器（アズワン株式会社、 大阪）

滅菌済み15mlチューブ（グライナー・ジャパン株式会社、 東京）

アスピレーター（A・38型、 東京理化器械株式会社、 東京）

遠心エパポレーター（CVE-2000型、 東京理科機会株式会社、 東京）

遠心分離機（KUBOTA!720、 久保田商事株式会社、 東京）

［操作1

I) Dーグツレコース180 g、 L－トリプトファン0.51 g、 L-[5-3H］ートリプトファンIml およ

び 5NNaOH5ml；を超純水で500ml になるように調製した。

2) I)の溶液を3アCの恒温器で3日間保温した。

3) 2） の溶液に強酸性陽イオン交換樹脂を75 g加え、 よく振り混ぜた後に1.5時間静

置した。

4) 3）の陽イオン交換樹脂と溶液の混合物を脱脂綿を詰めた50mlシリンジに入れた。

5) 25 ml の超純水を4） のシリンジに8回加えて、 グルコースを除いた。

6) シリンジに入っている脱脂綿および陽イオン交換樹脂を250 mlポリプロピレン製

容器に移し、 3NNH
3

を150ml加えた。

7) 4℃で3時間静置した。

8) 50 mlシリンジに脱脂綿を詰め、7）の溶液をシリンジに入れ、3NNH，を新しい 250

mlポリプロピレン製容器へと 移した。

9) 15 ml 遠沈管に10mlずつ分注し、 遠心エパポレーターで、遠心濃縮 を行った。

10）濃縮溶液を4℃で静置し、 白色の沈殿を得た。
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11）白色沈殿を少量の超純水に溶かし、 1.5 mlチューブ、へと分注した。

12) 4℃、23,000 xg で1 分間遠心分離した。

13）上清を除き、 沈殿物に少量の水を加えて懸濁する。

1 4) 12）から 13）の操作をさらに9回行った。

15）得られた懸濁液を秤量した 2.0 mlチューブ、に分注し、遠心エパポレーターで乾国後

秤量した。

16）得られたサンプルの一部を超純水 で希釈し、液体シンチレーションカワンターで放

射能を測定した。 得られた[3町ーPHP-THPCの比放射能は1.11 M Bq/mmol であった。

2. ニワトリ怪からの組織由来細胞の調製

［材料］

ニワトリ（単冠白色レグホン）受精卵（小岩井農牧株式会社、 岩手）

消毒用エタノール （和光純薬工業株式会社、 大阪）

DP BS （インピトロジェン株式会社、 東京）

滅菌シャーレ（！Ox、 インピトロジェン株式会社、 東京）

滅菌済み50 mlチューブ（グライナー・ジャパン株式会社、 東京）

2.5%トリプシン（lOx、 インピトロジェン株式会社、 東京）

Medium199 （インピトロジェン株式会社、 東京）

FCS （インピトロジェン株式会社、 東京）

アンプオテリシン（250 µg/ml，インピトロジェン株式会社、 東京）

ペニシリンーストレプトマイシン（ペニシリン10,000 units/ml，ストレプトマイシ

ン10 mg/ml, Biological Indus仕ies Ltd. Israel) 

ゲンタマイシン（10 mg/ml、 インピトロジェン株式会社、 東京）

0.22 µmメンブ レンフィノレター（GV Durapore Membren, Millipore Corporation, 

Billerica, MA, USA) 

M199+10%FCS （第6章に準じて作製した）

ガーゼ（30 cm×lOm、 株式会社長谷川綿行、 愛知）

0.3%トリパンブノレー（第6章に準じて作製した）

サンプリング、チューブ (1.5 ml、 イナ・オプティカ株式会社、 大阪）

コラーゲンコート 48ーワエ／レプレート（Collagen I cellware 48-well Plate, Becton 

Dickinson Labware, Bedford, MA, USA) 

C02インキ ュベーター（4020型、 朝日ライフサイエンス株式会社、 東京）

解卵器（ベビーB型、 株式会社昭和フランキ、埼玉）

ウォーターパス（THERMOh刷DERSM・05、 タイテック株式会社、 埼玉）

遠心分離機（KU BOTA5910、 久保田商事株式会社、 東京）
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血球計算盤（4x2 cell (0.04 mm2 x 0.1 mm）、Improved Neubauer、 萱垣医理科工業株

式会社、 東京）

［操作】

第6章に準じて操作した。 第6章で採取した組織に加えて、 心臓、筋胃 、腺胃および

皮膚も採取し、 トリプシン処理によって細胞を採取し、 初代培養を行った。

3. 実験培養液の作製

［材料1

Mediuml99 （インピトロジェン株式会社、 東京）

［＇町－PHP-TH�C

DPBS （インピトロジェン株式会社、 東京）

FCS （インビトロジェン株式会社、 東京）

滅菌済み15 mlチューブ、（グライナー・ジャパン株式会社、 東京）

滅菌済みSO mlチューブ、（グライナー・ジャパン株式会社、 東京）

液体シンチレーションカウンター用ミニパイアノレ

液体シンチレーダー

液体シンチレーションカウンター

［操作］

I) SmMになるように［旬－P田－TH�CをDPBSに溶解した。

2) FCSを10%含むMediuml99を 33.6 ml、 滅菌済み 50 mlチューブ、に分注し、 5 mM 

［＇町”P田－TH�Cを終末濃度が0、200、400、600および800凶4となるように 0、1.6、

3ム 4.8および6.4 ml加えた。 続けて、DPBSを 6.4、 4.8、 3ム1.6および0 ml加

えた。

4. 細胞へ取り込まれた［＇珂－PHP-THPC放射線量の測定

［材料］

対照培養液

糖化トリプトファンPHP-THPC培養液

Mediuml99 （インピトロジェン株式会社、 東京）

DPBS （インピトロジェン株式会社、 東京）

トリクロロ酢酸（以後TCA) （和光純薬株式会社、 大阪）

5%TCA:500 gのTCAを 227 mlの超純水に溶解して100% TCAを調製し、100%
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TCA25 mlを475 mlの超純水と混合し、5%TCAとした。

0.5%NaOH/O. l %Tr巾n-X （第5章に準じて作製した）

液体シンチレーションカウンター用ミニパイアル（PerkinElmerInc., CA, USA) 

液体シンチレーションカクテル（UltimaGol d、PerkinElmerInc., CA, USA) 

液体シンチレーションカウンター（ Tri- C訂b B3110 TR、PerkinElmerInc., CA, USA) 

【操作1
1) 対照培養液また はP田－TH�C培養液を48 ワェノレプレートに400 µIずつ 入れた。

2) C02インキュベーター内で5%C02・95%空気の気相下、 37℃で一晩培養した。

3) ワェル中の培養液を徐去した。

4) 氷冷したMediuml99 を400 µl ずつワェノレに入れ、 直ちに取り除いて細胞を洗浄し

た。

5) 4）をもうI度繰り返した。

6) 各PHP-TH�C濃度区の半数に5%TCAを400 µl加え、 室混で20分間静置した。

7) TCA を全量回収し、 液体シンチレ｝ションカウンター用ミニバイアルに入れた。

液体シンチレーターを2 ml加えてよく混合した後、 液体シンチレーションカウン

ターで放射能量を測定し、 非タンパク質商分へのPHP-TH�C取込みの指標とした。

8) TCAを除いた細胞を400 µIのDPBSで洗浄し、 速やかに取り除いた。

9) DPBSで洗浄した細胞へ0.5% NaOH/0.1% Triton-Xを400 µI/wellずつ加えて30分間

室温に静置した。

10）得られた細胞溶解液をヒ。ペッティングすることにより均一にした。

11）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用ミニパイアノレに入れた。

液体シンチレーターを2 ml 加えてよく混合した後、 液体シンチレーションカウン

ターで放射能量を測定し、 タンパク質函分へのP田ーTHPC取込みの指標とした。

12）残りの半数には 0.5% NaOH /0.1 % Triton-Xを400 µIずつウェルに入れて30分間室

温に静置した。

13）得られた細胞溶解液をピペッティングすることにより均一にした。

14）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用ミニパイアノレに入れた。

液体シンチレーターを2 ml加えてよく混合した後、 液体、ンンチレーションカウン

ターで放射線量量を測定し、 細胞全画分へのPHP-THpc取り込みの指標とした。

5. 統計処理

市販統計パッケージSAS (SAS/ STAT Version 6, SAS Institute, Cary, N C, USA) (SAS, 

1999）を用いて統計処理を行った。 二元配置分散分析法を用いてP田ーTHPC 濃度およ

び細胞画分の効果を要因分析した。
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第3節結果

Fig. 15に、 各組織由来細胞へ.＠「町ーPHP-TH�C放射線量を示した。P田ーTHPCの濃

度および細胞が由来した組織の種類の主効果が全て有意で、あり（P<0.01）、加えて2要

因の交互作用も有意（P<0.01)であった。 いずれの組織においても、 取り込まれた放射

線量は全画分、タンパク質画分、非タンパク質画分のJi頂に高い｛直を示した。多くの組織

由来細胞において、各画分に取込まれた放射線量は、添加したP田ーTHpCの濃度が600

凶4になるまでは、 培養液に添加したPHP-THPC量依存的に増加することが示された。

心臓由来細胞においてのみ、全画分、タンパク質画分および非タンパク質画分のいずれ

においても、 培養液に添加した P目”THPC 量依存的に取り込まれた放射線量が直線的

に増加した。
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第4節考察

第6章では、 ニワトリ応の筋肉由来細胞が糖化トリプトファン化合物をが有意に多く

取り込むことが示された。 本章では、 前章で用いた組織由来細胞（筋肉、牌臓、 腎臓お

よび肝臓）に加え、 心臓、 筋胃、腺胃および皮膚由来の細胞を初代培養して、PHP-THPC

の取り込みを調査した。 さらに、PHP-THPCの濃度を段階的に変化させるとともに、 細

胞をタンパク質画分と非タンパク質商分に分けることで、P回目THPCが細胞のどの商分

へ取り込まれるのかを調査した。

Fig. 15で示したように、添加したPHP-THpcの濃度上昇に伴ってPHP-THpCが細胞

へ取り込まれることが示された。 さらに、PHP-THpCは全画分、 タンパク質商分、 非タ

ンパク質画分の順に多く取り込まれていた。 この結果から、 各種細胞にはP田ーTHPC

と結合するタンパク質が存在することが強く示唆された。 その一方で、心臓由来の細胞

を除き、 全画分またはタンパク質画分、 もしくはその両方を含む 全面分において、

P田－THpc 600凶4と800凶4の聞に有意な取り込み量の変化が認められなかった。この

ことから、 細胞への PHP-THPC蓄積量には限りがあることが示唆された。 しかしなが

ら、第2および3章で示したように、 トリプトファン過剰添加飼料をニワトリに給与し

た際の最大血衆中PHP-THPC濃度は約45凶4であり、 本実験の濃度よりもはるかに低

い。 したがって、生理的条件下では、 PHP-THPCは十分に各組織のタンパク質へと結合

し得ると考えられた。 また、 第5章で示したように、 血築中のP田ーTHPCは様々な組

織に一度は取り込まれるものの、短時間でその大部分が腎臓を介して排池される可能性

があるため、 最終的に組織にとどまる量は限られているものと考えられた。
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第8章 糖化トリプトファン化合物がニワトリ脹由来細胞のタンパク質代謝に及ぼす影響

第l節 目的

ニワトリを含む家畜は主にヒトの食料生産を目的として飼育されている。とりわけニ

ワトリは非常に高い飼料効率を示し、ウシおよびブタと比較して非常に経済的な産肉性

を示す家畜である。

また、 これまでに ニワトリにおける糖化 トリ プ ト フ ァ ン化合物、 とりわけP目”THPC

の代謝経路を明らかにしてきた。 しかし、PHP-THPCの生理的意義については不明な点

が多い。

そこで本章では、 ニワトリの筋肉の タンパク質代謝にP田・THPC が及ぼす影響を明

らかにするために、 ニワトリ区、筋芽細胞初代培養系を用いて、P目”THPCが筋芽細胞の

タンパク質合成に及ぼす影響を調査した。
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第2節材料および方法

I. ニワトリ目玉からの筋芽組織の調製

［材料1

ニワトリ（単冠白色レグホン）受精卵（株式会社グン ・ コーポレーション 、岐阜）

その他、 第6章に準じた。

［操作I

ニワトリH五から浅胸筋を採取し、第6章に準じて操作し、筋芽細胞の初代培養を行っ

た。

2. 実験培養液の調製

［材料1

M199+10%FCS （第6章に準じて作製した）

PHP-THpc （自作）

DPBS （インピトロジェン株式会社、東京）

L-[ring-2,6-3珂フェニノレアラニン (37 MBq/ml、 American Radiolabeled Chemicals, 

Inc., MO, USA) 

滅菌済み15 mlチューブ（グライナー・ジャパン株式会社、東京）

滅菌済み50 mlチューブ（グライナー・ジャパン株式会社、 東京）

液体、ンンチレーションカウンター用ミニパイアル（6 ml、 W HWATON SCIENCE 

PRODUCTS, Millville, NJ, USA) 

液体シンチレーションカクテノレ（Ultima Gold、 PerkinElmer Inc., CA, USA) 

液体シンチレーションカウンター（LSC-1500、 アロカ株式会社、東京）

［操作1
I ) 滅菌済み15mLチューブに、M199+10%FCSを10.8 mlずつ5本分注した。
2) 分注したM199+10%FCSのうちのl本にDPBSを1.2 ml加えた。これを対照培養液

とした。

3) DPBSでPl王P-THPCを溶解し、 終末濃度が25、 250および2,500凶4になるように

M199+10%FCS 溶液と混和した。

4) 培養液の放射能がI µCi (37回q) /mlと なるように、 各培養液 へL-[ring-2,6-3町フ

エニノレアラニンを12 µI添加した。

5) 培養液から 10 µIを液体シンチレーションカウンター用ミニパイアノレへ移し、 液体
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シンチレ｝ションカクテルを2 ml加えた。

6) 液体シンチレーションカウンターで培養液中の放射線量を測定し、各培養液の放射

線量量がほぼ等しいことを確認した。

3. タンパク質合成の測定

［材料1

Mediuml99 （インピトロジェン株式会社、 東京）

5%TCA （第7章に準じて作製した。）

DPBS （インピトロジェン株式会社、東京）

水酸化ナトリウム（和光純薬工業株式会社、東京）

0.5% NaOH/0.1 % Triton-X （第5章に準じて作製した）

液体シンチレーションカウンター用ミニパイアル（PerkinElmer Inc., CA, USA) 

液体シンチレーター（Ultima Gold、PerkinElmer Inc., CA, USA) 

液体シンチレーションカウンター（Tri-C arb B 3  l l OTR、PerkinElmer Inc., CA, USA) 

［操作1
I) 対照培養液およびP田ーTHPC添加培養液を各ウェノレ当たり400 µIずつ 入れた。

2) C02インキュベーター内で 5%COr95%空気の気相下、 37℃で一晩培養した。

3) ウェル中の培養液を除去した。

4) 氷冷したMediuml99を400 µIずつウェノレに入れ、 直ちに取り除いて細胞を洗浄し

た。

5) 5%TCAを400 µI加え、室温で 10分以上静置した。

6) 5%TCAを除いた細胞を400 µIのDPBSで洗浄し、 速やかに取り除いた。

7) DPBSで洗浄した細胞へ0.5%NaOH/0.1 % Triton-Xを400 µI/wellずつ加えて30分間

室温 に静置した。

8) 得られた細胞溶解液をヒ。ペッティングすること により均一にした。
9) 細胞溶解液を全量 取り 、液体、ンンチレーションカウンター用ミニパイアノレに入れた。

液体シンチレーターを2 ml 加えてよく混合した後、 液体シンチレーションカウン

ターで放射線量を測定し、タンパク質合成の指標と した。

5. 統計処理

市販統計パッケージSAS (SAS /S TAT Version 6, SAS Institute, Cary, NC, USA) (SAS, 

1999）を用いて統計処理を行った。 一元配置分散分析法を用いてPHP- THpC の効果を

要因分析した。 平均値の差の検定はT ukeyの多重検定により解析した。
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第3節結果

Fig. 16にPHP-TH�Cを培養液に添却した際の、 ニワトリ応筋芽細胞のタンパク質合

成を示した。 各処理区のタンパク質合成の値は、 対照区を100とした相対値で表した。

培養液へのP田－TH�C添却は、 対照区と比較し有意にニワトリ脹筋芽細胞のタンパク

質合成を低下させた。
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第4節 考察

第2および3章の結果から、 生理的条件下におけるニワトリ血柴中のP旧同TH�C 濃

度はおよそ 3・10凶4であることが示された。 本章では、 設定した最大濃度が2,500品在

(=2.5凶1） であることから、 生理的濃度もしくはそれ以下の濃度条件下で行った実験

である。Fi g. 16に示したように、 PHP-THpCはごく低濃度であっても、 ニワトリ膝由来

の筋肉細胞のタンパク質合成を低下させた。この結果は、生理的条件下でニワトリの筋

肉のタンパク質合成が抑制されている可能性を示唆する。

タンパク質合成の調節には多くの調節因子が関与していることが明らかにされてき

た。 例えば、 タンパク質の構成成分であるアミノ酸自身がタンパク質合成を制御する。

分岐鎖アミノ酸の一つであるロイシンが代表的であり、 タンパク質代謝調節と関わりの

深いシグ、ナノレ伝達経路であるPhosphatidylin ositol- 3kinase (PBK) /Akt経路を介して タ

ンパク質合成を促進することが知られている（Kimball et al., 1999; Duan et al., 2015）。ロ

イシンは日甫乳類のみならず、ニワトリ経由来の筋芽細胞においてもタンパク質合成を促

進させる（Oki et al., 2007）。 また、 インスリンやインスリン様成長因子ーI (Insulin-like 

growth factor-I : I GF-I）といったホノレモンもタンパク質合成の制御因子として 重要な役割

を果たしている（Glass, 2005）。 これらのホルモンが受容体に 結合すると、 PBK/Aktシ

グ、ナノレ伝達経路のリン酸化カスケ｝ドによって タンパク質合成を促進し、 筋肥大を引き

起こす（Vandenburghet al., 1991）。 このIGF-Iによる筋肥大効果は、 筋肉において IGF-I

を過剰発現さ せたトランスジェニックマウスを用いた実験でも確認されている

(Coleman et al., 1995; Musaro et al., 2001）。ニワトリのIGF-Iは自己分泌（オートクライ

ン ） 様にも働いていると考えられており、 タンパク質合成の重要な 調節因子である

( McMurtry et al., 1997 ; Ducl os, 2005）。 また、 Ki包叩d Okumura (2001） は、 PCSによ

るニワトリ腔筋芽細胞のタンパク質合成促進作用の 50%はIGF-Iで説明できることを報

告している。 一方で、、 PHP-THpcと同じくPーカノレボリン類に属するH捌ol は、 ヒトグ

リ オーマ細胞（U251M G ） の PBK/Akt 経路のリン酸化カスケードを抑制することが報

告されている（Abe and K okuba , 2013）。

以上の様に、P田ーTHPCによるニワトリ脹筋芽細胞のタンパク質合成抑制作用機序を

明らかにするためには、 IGF 関連遺伝子の関与について 調査することが有効であると考

えられた。
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第9章糖化トリプトファン化合物がニワトリ鰹筋芽細胞のIGF関連遺伝子の発現に及ぼす影

響

第I節 目的

前章の結果から、P田ーTH�Cはニワトリ脹筋芽細胞のタンパク質合成を低下させる可

能性が示された。

筋肉タンパク質の代謝には多くの因子が関与しているが、とりわけニワトリ脹の筋肉

ではIGF-Iが重要な働きを担っている 。 Ki包and Okumura (2001）は、FCSによるエワ

トリ腔筋芽細胞のタンパク質合成促進作用の50%は、IGF-1の作用で説明可能であるこ

とを報告している 。

そこで本章では、P田ーTH�Cを添加した培養液で培養したニワトリ応筋芽細胞におけ

る IGF関連遺伝子のmRNA発現を調べることで、PHP-THpCによるタンパク質合成低

下の作用機序を明らかにすることを目的とした。
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第2節材料および方法

I. ニワトリ目玉筋芽からの詰品織由来細胞の調製

【材料1

第8章に準じた。

【操作］

第6章に準じてニワトリ』歪から浅胸筋を採取し、ニワトリ脹筋芽細胞の初代培養を行

った。

2. 実験培養液の調製

［材料】

第8章に準じた。

［操作1

I) 滅菌済み！Sm！チューブに、 Medium199を14 .75mlずつ5本分注した。

2) 分注したMedium199のうちのl本にDPBS 0.24mlおよびIGF-I 15 µIを加えた。 こ

れを対照培養液とした。

3) DPBSでPHP-TH�Cを溶解し、終末濃度が4および16凶4になるようにMedium199

と混和した。 それぞれにIGF-Iを15µI添加した。

3. 総RNAの抽出

［材料】

対照培養液（自作）

PHP-THPC添加培養液（4凶4および16凶1)

滅菌済み15mlチューブ（グライナー・ジャパン株式会社、 東京）

TRIZOL Reagent （インピトロジェン株式会社、 東京）

滅菌済み2mlチューブ（ザノレスタット株式会社、 東京）

滅菌済み1.5mlチューブ（ピーエム機器株式会社 東京）

超音波破砕機 (US-50、 株式会社日本精機製作所、 東京）

LCMS用超純水（和光純薬工業株式会社、 大阪）

クロロホルム（和光純薬工業株式会社、 大阪）

イソプロパノーノレ（和光純薬工業株式会社、 大阪）

1 00%エタノール（和光純薬工業株式会社、 大阪）
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遠心分離機（K田OTA1720、 久保田商事株式会社、 東京）

紫外可視分光光度計（UV-1800、 株式会社島津製作所、京都）

［操作1

I）. 対照培養液およびPHP-TH�C添加培養液を各ウエノレ当たり 2 mlずつ加えて、C02

インキュベーター内で5%C02-95%空気の気相下、 37＇で一晩培養した。

2）. 対照培養液およびPHP-TH�C添加培養液を取り除き、DPBSを各ウェル当たり2ml

ずつ加えて細胞を洗浄した。

3). TRIZOL Reage凶をI mlずつウェルに加え、 氷上で3分間静置した後に、ピペッテ

イング、を行って細胞を回収し、 2mlチューブへ移した。

4）. 超音波破石制幾を用いて、 氷上で15秒間細胞を破砕した後に、室温で5分間静置し

た。

5). 2 mlチューブ、にクロロホノレムを200 µI加え、 15秒間力強く振り、 室温で3分間静

置した。

6). 4℃、12,000 x gで15分間遠心分離した後に、上清を滅菌済み1.5mlチューブへと

移動した。

7). 1.5 mlチューブ、へイソプロパノールを500 µI加え撹枠し、 室温で10分間静置した

後に、4℃、 12,000 x gで10分間遠心分離を行った。

8）. 上清を除き、 70%エタノーノレを500 µI加えて撹持し、 4℃、12,000 x gでIO分間遠

心分離を行った。

9). 8）の操作を2度 行った。

10). 1.5 mlチューブ‘の蓋を開けて 15分程度風乾させ、20 µIのDEPC水で沈殿物を溶解

した。 これを総RNAとした。

11）. 総恥JAを200倍に希釈し、紫外可視分光光度計で260nmの吸光度を測定した。吸

光度1の時のRNA 溶液濃度を40 µ岳／mlとしてサンプル中のRNA濃度を計算し、l

µg/µlとなるように調製した。

4.cDNA の合成

［材料l

RNA ( 1 µg/l µI) 

Oligo (dT) 15 (10 pmoles/µl ) （タカラバイオ株式会社、 滋賀）

5x Buffer （東洋紡株式会社、 大阪）

dNTPs (2.5凶1)（タカラバイオ株式会社、 滋賀）

ReverTra Ace （東洋紡株式会社、大阪）

25 mM MgCl2 （タカラバイオ株式会社、滋賀）
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［操作1

!). RNA2 µI、 Oligo (dT) 1s 1 µI、 SxBu妊er4 µI、 2.5 µM dNTPs 8 µI、 ReverTra Ace 1 µI 

および25 mM MgCh 4 µI；を混和し、遠心分離機で溶液をサンフツレチューブ、の底に集

めた。

2）. サーマノレサイクラーを4 2℃で30分、99°Cで5分および4℃で5分 のプログラムで

用いて、 逆転写反応を行い、 cDNA を合成した。

5. 遺伝子発現量の測定

［材料】

cDNA (ReverTra Ace使用：20 µI) 

滅菌済み超純水 （東洋紡株式会社、 大阪）

THUNDE阻IRD SYBR qPCR Mix （東洋紡株式会社、 大阪）

SOX ROX reference dye （東洋紡株式会社、 大阪）

Forward Primer ( 10凶1) (Table 9、 株式会社日本遺伝子研究所、 仙台）

Reverse Primer (I 0凶1) (Table 9、 株式会社日本遺伝子研究所、 仙台）

48 ウェノレ PCRプレート（Bio-Rad,CA,USA) 

MiniOpticonリアノレ タイムPCR増幅システム（Bio-Rad,CA,USA) 

［操作】

!). cDNA2µ1、滅菌済み超純水5.6 µI、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix 10 µI、SOX ROX 

reference dye 0.4 µI、Forward Primer 1 µI；および Reverse Primer I µI を48ウェルPCR

プレートに加え、 均一になるよう混和した。

2). MiniOptic沼nリアルタイムPCR増幅システムを初期変性95°Cで60秒 行った後に、

変性95℃で15秒、 アニーリング60℃で15秒、 伸長反応72℃で30秒 のプログラ

ムを50 サイクル反応させて 増幅曲線 を得た。

3）. 得られた増幅曲線の測定データより、LiLiCT法を用いてリファレンス遺伝子（RPS1 7 )

に対する各標的遺伝子の 発現量 を計算した。

6. 統計処理

市販統計ノfッケージSAS (SAS/STAT Version 6 ,  SAS Institute, Cary, NC, USA) (SAS, 

1999）を用いて統計処理を行った。 一元配置分散分析法を用いて PHP-TH�C の効果を

要因分析した。 平均値の差の検定はTukeyの多重検定により解析した。
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第3節結果

Fig. 17にIGF関連遺伝子（IGF-I、IGF-II、IGF type-Iレセプター、IGF type-2レセプ

ター）のmRNA発現量を示した。 PHP-TH�C添加は、 全てのIGF関連遺伝子発現量に

影響を及ぼさなかった。
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第4節 考察

細胞の増殖および分化は成長因子と呼ばれる タンパク質群によって制御されている。

成長因子のー穏である IGFにはIGF-Iと IGF-IIの2種類のペプチドが存在する。ニワト

リのIGF-Iは、 ヒトのIGF-I同様70個のアミノ酸からなるポリ ペプチド であり、ヒトの

IGF-I アミノ酸配列とは8つのアミノ酸が具なっている （Ballard et al., 1990）。IGドHは

187個のアミノ酸からなるp問pro-IGF-IIから関裂して産生され 、成熟ペプチドと しては

67個のアミノ酸から成る。 ニワトリのIGF-IIとヒトのIGF-IIの相向性 は82%であり、

ヒトのIGF-IIと近い機能を有すると見なされてい た（Upton et al., 1995; McMurtry et al., 

1997）。

IGFのレセプターにはIGF type IレセプターおよびIGF type 2レセプターが存在する。

晴乳類においては、IGF-Iはちゃelレセプターへの親和性が高 く、IGF-II ではザpe2レ

セプターとの親和性が高い。 しか しながら、 ニワトリのIGF-Iと IGF-IIのどちらもIGF

type l レセプターに 結合し、Type2 レセプターへは結合しないとされる（Duclos and 

Goddard, 1990; Yang et al., 1991)。IGF-IはIGF type lレセプターと 結合し、細胞周期進

行、 生 存、 分化 、 成長を調節する（DePab lo et al., 1993; LeRoi吐i et al., 1995; Stewart and 

Rot柄引I, 1996）。また 、 ニワトリのちrpe2レセプターにはIGF-IIとの結合部位が存在 し

ない ため 、 ニワトリにおける IGF-II の作用は IGF-I と閉じであると考えられている

(Canfield and Kornfeld, 1989; Duclos et al., 1999）。

前章の結果から、P田ーTHPCがニワトリ怪筋芽細胞のタンパク質合成を低下させるこ

とが示され た。そこ で本章 では、 ニワトリの筋肉タンパク質合成に 関わりの深い 、IGF

関連遺伝子の発現量に P田ーTHPCが関与するか否かを調査した。Fig. 17に 示 したよう

に 、IGF-I 、IGF-II 、IGF type lレセプターおよびIGF砂pe2レセプターのいず れの遺伝

子 発現において も、 PHP-THpcを培養液に添加した影響は認められ なか っ たロ この結果

から、P田ーTHPCはIGF 関連遺伝子の発現調節には関与 せずに タンパク質合成を低下さ

せる 作用があると考えられる。PHP”THPCと同じくβカルボリン類に属するハルモール

が PI3K/Akt経路のリン酸化カスケードを抑制することが報告されているが、その作用

機序は不明である（Abeand Kokuba, 2013）。 もし、 PHP-THpcが直接的に PI3K/Aktのリ

ン酸化を阻害するのであ れば、ニワトリ腔筋芽細胞のタンパク質合成を抑制する可能性

も考えられる。
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付表

Table 9. Primer sequences ofIGFs, IGF receptors and ribosomal protein SI 7 

Gene 
IGF-I 

主製包笠
F:GGCCCAGAAACACTGTGTGGT 

R:GCTGGATCCATACCCTGTAGGCTT 

NCBI ID Amolico恒
NM 001004384 102 

IGF-II F: GAGCTGGTGGACACACTGCAG NM 001030342 136 
R:GCAGAGCCAGGTCACAGCTCCGAA 

IGF type 1 receptor F: GGCCAAACGTTGACATTCGCA 

R:GGTCAGTTTCGGGAAGCGGAAGTT 

NM 205032 137 

JGF type 2 receptor F: TGAGCCCGGACGAGCCGTTCTT NM_204970 147 
R:CAACGTCATAGGCACAGACTGCAC 

Ribosomal protein Sl7 F: CGTGAGGACGAAGACGGTGAAGAA NM_204217 89 
R:GCTTGTTGGTGTGGAAGTCGTTGC 
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第10章糖化トリプトファン化合物がニワトリの摂食行動に及ぼす影響

第l節 目的

これまで、 ニワトリの生産性向上のために、P田ーTHpCが筋肉のタンパク質代謝に及

ぼす影響を調査してきた。 ここで、 P田ーTHPC における構造上の特徴を考えると、

PHP-THpCにはトリプトファンとグルコースの構造の一部を有している。どちらの基質

もニワトリの摂食行動を調節する機能があることが知られている。トリプトファンをニ

ワトリの腹腔内へ投与すると、 容量依存的に摂食行動を抑制する（Lacy et al., 1986） ま

た、 トリプトファンの代謝産物であるセロトニンも摂食行動を抑制する（Denbow et al., 

1983）。グ、ルコースも同様に、ニワトリの摂食量を低下させることが示されている（Lacy

et al., 1985）。また、 グルコースの経口投与が血中インスリン濃度を上昇させ（Simon and 

Rosselin, 1979）、 インスリン が摂食行動を低下させることも古くか ら知られている

(Woods et al., 1979）。これら結果より、 トリプトファンとグ、ルコースから成る化合物で

あるP田ーTHPCも摂食行動を低下させる可能性が考えられた。

そこで本章では、P凹－THpcをニワトリの静脈中に末梢投与し、摂食量に影響を及ぼ

すか否かを調査した。
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第2節材料および方法

1. ニワトリの飼養管理

［材料］

単冠白色レグホン雄ヒナ（小岩井農牧株式会社、 岩手）

幼雛用市販飼料（CP20.7%、ME2,892 kcal/kg、豊橋飼料株式会社、 愛知）

DPBS （インピトロジェン株式会社、東京）

PHP-THPC （自作）

［操作1

1). 単冠白色レグホン雄ヒナを13日齢まで幼雛用市販飼料を与え、育雛器内で育てた。

2). 各処理区の平均体重が同じになるようにヒナを16羽選抜し、 各処理区8羽ずつに

分け、 単飼環境下で4時間の絶食を行った。

3）. 一方の処理区にはDPBSを0.2 ml/100 g BWとなるように翼下静脈より投与し、 も

う一方の処理区にはP田ーTHPCを1,090 nmol/0.2 ml/100 g BWとなるように翼下静

脈より投与した。

4). 投与後に飼料を自由摂食させ、l、2、3、4、5および6時間後に摂食量を測定した。

2. 統計処理

市販統計パッケージSAS (SAS/STAT Version 9, SAS Insti旬te, C田y, NC, USA) (SAS, 

2013） を用いて統計処理を行った。 二元配置分散分析を用いて PHP-THPC および投与

後時間の効果を要因分析した。
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第3節結果

Fig. 18にDPBSおよびPHP-TH�Cを投与したニワトリの摂食量を示した。PHP-TH�C

の投与と投与後時間の聞に交互作用は認められなかったが、PHP-TH�Cの投与と投与後

時間の主効果はそれぞれ有意で、あった。P田－THpCの投与によって摂食量は元進し、継

時的に摂食量も増加した。
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第4節考察

摂食中枢は脳の視床下部に存在する弓状核にあるとされる。弓状核には摂食行動を促

進するペプチドであるNPYおよびAgRPを産生するNPY/A民P神経細胞と、 摂食行動

を抑制するo;-MSHを産生するPOMC神経細胞が存在する。NPY/AgRP神経細胞および

POMC神経細胞細胞による摂食行動制御機構は、ニワトリでも晴乳類でも同様のメカニ

ズムがあることが示されている（ Bungoet al., 2011）。 摂食量を低下させたセロトニンの

受容体はPOMC神経細胞には存在するものの、問Y/Ag貯神経細胞には存在しない。

NPY/AgRP神経細胞にはNPY受容体およびGABA受容体が存在し、 それぞれNPYお

よびGABAの結合によって摂食を促進することが報告されている（Aror a皿d Anubhuti, 

2006; Bungo et al., 2011）。

Fーカルボリンの一つであるFG7142 は、GABAA受容体のベンゾ、ジアセピン結合部位へ

と結合することが知られている（Evans and Lowry, 2007）。 ニワトリにFG7142 を腹腔内

投与すると不安惹起作用がもたらされることが報告されている（Martijena, 1997）。また、

ニワトリの脳内にあるGABAA受容体には、様々なFーカノレボリン類が結合する可能性も

示唆されている （Forster et al., 2001)。

Fig. 18に示したように、 PHP-TH�Cの投与によってニワトリの摂食量が元進した。 こ

の結果から、PHP-TH�Cは前駆体であるグルコースとトリプトファンに対して措抗的に

はたらく可能性が考えられた。 また、βカノレボリン類が GABAA受容体に結合するとの

報告があることから、NPY/AgRP神経細胞にPHP”耳IPCが作用し、摂食量を促進した可

能性も考えられた。
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第11章要約

必須アミノ酸の lつであるトリプトファンは全体を構成するタンパク質の基質とな

る。 また、トリプトファンおよびその代謝産物は、摂食行動および情動行動を調節する

など様々な生理機能を有していることが明らかにされている。トリプトファンは多くの

アミノ酸同様、 酵素により代謝分解されており、 その約95%はキヌレニン経路によっ

て、 残りはセロトニン経路によって代謝されることが一般的に知られている。 しかし、

トリプトファンは非酵素的な化学反応によってグルコースと結合する（糖化反応）こと

が知られており、この非酵素的糖化反応は生体内でも起こりうると考えられた。トリプ

トファンは糖化反応によって、 アマドリ化合物とPHP-THJ3Cの2つの糖化トリプトフ

ァン化合物を形成する。 そこで本研究では、高血糖動物であるニワトリを用いて、トリ

プトファンの非酵素的な代謝経路を明らかにすることを試みた。 また、糖化トリプトフ

ァン化合物の生理機能を解明することも目的とした。

まず始めに、血媛中の糖化トリプトファン化合物濃度を明らかにするために、 トリプ

トファン過剰添加飼料をニワトリに14日間給与し、 血築中のトリプトファンおよび糖

化トリプトファン化合物濃度を測定した。血媛中のトリプトファンおよび糖化トリプト

ファン化合物濃度において、対照区とトリプトファン過剰添加飼料区の聞に有意な差は

認められなかった。 しかし、血築中トリプトファン濃度と血媛中糖化トリプトファン化

合物濃度の問に有意な正の相関が認められたため、血築中糖化トリプトファン化合物濃

度は血媛中トリプトファン濃度に影響を受けることが示唆された。

過剰の食餌性トリプトファン給与にも関わらず、ニワトリの血築中トリプトファン濃

度が変化しなかった理由として、トリプトファン異化経路の充進が考えられた。 トリプ

トファン代謝の多くはキヌレニン経路と呼ばれる酵素的異化経路によって分解される

ことが定説となっている。 一方でR、非酵素的糖化反応もトリプトファン異化経路の一つ

であると考えられる。 そこで、 トリプトファン過剰添加飼料をl、3、7および14日関

与えたニワトリの血疑中トリプトファン、トリプトファン代謝産物および糖化トリプト

ファン化合物濃度を測定し、 飼料給与期間中の継時的変化を調査した。 血媛中トリプト

ファン濃度は、飼料給与l および3日目において食餌性トリプトファンの量に応じて有

意に上昇した。 飼料給与7日目以降では、血紫中トリプトファン濃度は低下し、 対照区

とトリプトファン過剰添川飼料区の間に有意な差が認められなかった。一方で、食餌性

トリプトファン量を増やすにしたがって、キヌレニン経路のトリプトファン代謝産物の

血綾中濃度は14日開通して対照区よりも高濃度であった。 よって、 トリプトファン過

剰添加飼料の給与は、ニワトリのトPプトファン代謝を充進することが示された。 一方

で、血築中のトリプトファン濃度と糖化トリプトファン化合物濃度が有意な高い相関を

示すことから、 基質であるトリプトファン濃度の影響を受けていると考えられた。

続いて、 血築中糖化トリプトファン化合物濃度の分解速度を明らかにするために、

PHP-THJ3Cをニワトリの翼下静脈から単回投与し、血紫中のPHP-THJ3C濃度の継時的
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変化を非 線形回帰式を用いて表し、分解速度の指標である半減期を計算した。その結果、
血疑中PHP-TH/3Cの半減期は99 分であることが示された。

さらに、 血柴中のPHP-TH/3Cがニワトリのどの組織で代謝されているのか を明らか
にするために、 放射性同位元素で標識したPHP-TH/3Cをニワトリの翼下静脈より投与
し、 0.5、 1、 3および6時間後にニワトリの手邸歳、 血疑および排池物 を採取し、 放射線
量を測定した。 その結果、 0.5時間後の腎臓で放射線量が最も高く、時間の経過ととも
に排准物中の放射線量が増加することが明らかとなった。 このことから、 血紫中の

PHP-TH/3 Cは速やかに腎臓から排世されることが明らかとなった。
過去にニワトリの腎臓、肝臓および牌臓中に糖化産物 が移行することが報告されてお

り、P田ーTH/3Cの投与実験と似た結果であることから、 こ れら組織に糖化産物の取り
込み機構が存在するので は ないかと考え、 ニワトリ目玉由来の初代培養系を用いて、 糖化

トリプトファン化合物の取り込み能を調査した。 その結果、筋肉、腎臓、 肝臓および牌
臓由来の細胞の全ての細胞で糖化トリプトファン化合物の取り込み が確認された。一方
で、特に筋肉由来の細胞に取り込ま れることが示され、先の実験結果との矛盾が生じた。

細胞への糖化トリプトファン化合物の取り込み機構を明らかにするべく、 放射性
PHP-TH/3C をニワトリ怪由来の初代培養細胞に取り込ませ、細胞 をタンパク質画分、
非タンパク質圏分および全細胞画分に分画し、各圏分の放射線量を測定した。その結果、
非タンパク質画分に比べて、 タンパク質画分の放射線量が高く、P田ーTH/3Cと結合す
るタンパク質 が存在することが示唆された。

次に、P田ーTH/3Cの生理的意義を明らかにすることを試みた。 まず始めに、筋肉の
タンパク質合成に及ぼす影響を調査するために、 ニワトリ怪筋芽細胞培養系を用いて、

PHP-TH/3Cが筋芽細胞のタンパク質合成に及ぼす影響を調査した。 その結果、PHP-TH
8 Cがニワトリfff筋芽細胞のタンパク質合成 を低下させることが明らかとなった。

P田ーTH/3Cによるタンパク質合成低下の作用機序を明らかにするために、 筋肉タン
パク質合成にとって重要なインスリン様成長因子（IGF）に関連する遺伝子のmRNA発
現量を調査した。 しかし な がら、PHP”TH/3CはIGF 関連遺伝子のmRNA発現量に影響
を及ぼさなかったため、 PHP目TH/3Cのタンパク質合成低下作用は、 IGF関連遺伝子発
現による調節とは異 なる調節機構によることが示唆された。

続いて、グソレコースおよびトリプトファン がニワトリの摂食行動に影響を及ぼすこと
から、PHP-TH/3C が摂食行動に影響を及ぼす可能性があると考え、 ニワトリの静脈か
らPHP-TH/3Cを投与し、摂食量に影響を及ぼすか否か を調査した。 その結果、PHP-TH
/3Cの投与によってニワトリの摂食量が允進することが示された。

以上の結果から、ニワトリの生体内で はトリプトファンの一部は非酵素的に代謝され
ることが明らかとなり、酵素 を介さない異化経路が存在することを示した。 また、 糖化
トリプトファン化合物 が生理機能を有している可能性が示されたことから、今後の畜産
栄養学において非酵素的糖化反応の知見を増やす必要があると考えら れた。
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