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略語 

 

βAR: beta-adrenergic receptor 

3-HAA: 3-hydroxyanthranilic acid 

3-HK: 3-hydroxykynurenine 

5-HT: 5-hydroxytryptamine 

AANAT: arylalkylamine N-acetyltransferase 

ACMS: 2-amino-3-carboxymuconate 6-semialdehyde 

ACMSD: 2-amino-3-carboxymuconate 6-semialdehyde decarboxylase 

AhR: aryl hydrocarbon receptor 

AMS: 2-aminomuconate 6-semialdehyde 

cAMP: cyclic adenosine monophosphate 

CBP: CREB-binding protein 

COUP-TF: COUP Transcription Factor 

CPT1: carnitine palmitoyltransferase 

CREB: cAMP response element binding protein 

CRY: cryptochrome 

CYP: cytochrome P450 

DR: direct repeat 

ERK: extracellular signal-regulated kinase 

ERR: Estrogen-related receptor 

FA: ferulic acid 

FOXO: forkhead box-containing protein, O 

GAS: gamma interferon activation site 

GR: glucocorticoid receptor 

G6Pase: glucose 6-phosphatase 

HDAC: histone deacetylase 

HNF4α: hepatocyte Nuclear Factor 4-alpha 

IFN: interferon 

IDO: indoleamine 2,3-dioxygenase 

IκBα: inhibitor of kappa B 



IL: interleukin 

JNK: c-jun N-terminal kinase 

KAT: kynurenine aminotransferase 

KMO: kynurenine 3-monooxygenase 

KYN: kynurenine 

KYNA: kynurenic acid 

LAT: large neutral amino acid transporter 

LPS: lipopolysaccharide 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

MEF: myocyte enhancer factor 

NAD: nicotinamide adenine dinucleotide 

NaMN: nicotinic acid mononucleotide 

NFκB: nuclear factor-kappa B 

NMDAR: N-methyl-D-aspartate receptor 

NR: nuclear receptor 

PA: picolinic acid 

PGC1α: peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 

PEPCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase 

PKA: protein kinase A 

PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor 

QPRT: quinolinate phosphoribosyltransferase 

QUIN: quinolinic acid 

RAR: retinoic acid receptor 

RXR: retinoid X receptor 

SRC: steroid receptor coactivator 

SREBP: sterol regulatory element-binding protein 

TDO: tryptophan 2,3-dioxygenase 

TPH: tryptophan hydroxylase 

TLR: toll like receptor 

UCP: uncoupling protein
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1. 生体内におけるトリプトファン代謝の概要とその代謝産物の機能性 

トリプトファンはヒトにおける必須アミノ酸のひとつに数えられる．生体を構成する

アミノ酸としての機能に加え，その多様な代謝産物が生体に及ぼす作用の面からも重要

な物質であり，トリプトファン代謝と疾病の関係について研究が進められている． 

トリプトファン代謝においては 2つの主要な経路が知られており，その 1つは，トリ

プトファンから N-formylkynurenine への代謝を初発反応とするキヌレニン経路である

（Fig. 1）．キヌレニン経路は全身の組織に存在し,この経路上の反応により，炎症や免疫

の調節への関与が報告される KYNや 3-HK，QUIN，KYNAが産生される [1]．KYNは

免疫機能の調節に関与する受容体型転写因子 AhR のリガンドとして知られ，がんや慢

性炎症との関わりが報告されている [2]．また，3-HKはフリーラジカル産生を介し細胞

障害を惹起することが知られる [3]．さらに，QUINおよび KYNAはいずれも興奮性の

受容体である NMDAR のリガンドとして知られるが，QUIN がアゴニストとして機能

し，細胞毒性を誘導するのに対し，KYNAはアンタゴニストとして機能することで細胞

保護にはたらく [4, 5]． 

ビタミン B3 とも呼ばれる水溶性ビタミン NAD+もこの経路を介して産生される．

NAD+は生体内の多様な脱水素反応において補酵素として働き，その欠乏は皮膚症状，

消化器症状，神経症状を主徴とするペラグラの発症を誘導する [6, 7]．さらに近年では，

SIRT1 をはじめとする HDAC type IIIの補酵素としても注目されており，脱アセチル化

活性の調節を介して多様な遺伝子の発現調節に関与することから，老化防止や健康増進

に寄与する因子としても注目されている [8]． 

また，トリプトファン代謝産物の一部は，キヌレニン経路上の代謝産物である ACMS

から分岐するグルタール酸経路を介しアセチル CoAへと代謝され，TCA回路において

エネルギー産生に寄与する [9]． 

他方の主要なトリプトファン代謝経路は、トリプトファンから神経伝達物質として機
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能する 5-HTの産生へと至るセロトニン経路である．また，5-HTは脳内で更なる代謝を

受け，睡眠の制御に関与するホルモンであるメラトニンへと転換される [10]． 

 

2．トリプトファンの体内動態 

食物に由来するトリプトファンの生体内における動態に関する過去の報告によると，

その大部分は小腸より吸収され，血管を介して全身の細胞および主要なトリプトファン

代謝器官である肝臓へ輸送される．このうち，タンパク質合成に利用されるのはわずか

1%以下とされるが，これは，生体内において絶えずタンパク質の分解および再合成が

おこなわれ，トリプトファンの再利用がなされるためである [11]．食物に由来するトリ

プトファンの約 95%はキヌレニン経路に，1-2%がセロトニン経路に流入し代謝される

[11, 12]．また，セロトニン代謝の約 95%は腸管内に局在し，中枢神経系において産生さ

れるセロトニンは全体の約 5%に過ぎない [12, 13]．トリプトファンの中枢神経経への

輸送は血液脳関門に存在する LAT を介しており，トリプトファンの脳内への流入量は

この機構により制御されている [14]．また，一部のトリプトファンは腸内細菌叢によっ

ても代謝を受けることが報告されている [11, 12]． 

 

3．主要なトリプトファン代謝酵素とその生体機能への影響 

生体内における主要なトリプトファン代謝経路であるキヌレニン経路は，TDO（EC 

1.13.11.11）および IDO（EC 1.13.11.52）の二つの異なる酵素により触媒される反応を初

発とする．TDO が主に肝臓に発現し，平常時のトリプトファン代謝を担うのに対し，

IDOは全身の免疫細胞において炎症時にその発現が誘導される [15]． 

この，炎症時の IDO 誘導は主としてマクロファージや樹状細胞，ミクログリアとい

った免疫細胞においてみとめられる [16, 17, 18]．また，腫瘍細胞や妊娠時の胎盤におい

ても IDO発現の上昇が知られている [ 19, 20]．腫瘍細胞における IDO発現の亢進は，
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トリプトファンの枯渇と細胞毒性を有する KYN産生量の増加を介し T細胞の活性を抑

制することで免疫逃避の成立に関与する [21]． 

また，このような古典的な機構に加え，近年では，トリプトファン代謝と T細胞分化

制御を介した免疫調節機構の関連も明らかにされている．樹状細胞やマクロファージと

いった抗原提示細胞による IDO 発現上昇と，それにより誘導されるキヌレニンによる

AhR シグナル活性化が制御 T 細胞分化を誘導し，免疫機能を抑制することが明らかに

されており，同様の機構が腫瘍細胞における免疫逃避，妊娠初期における母子間の免疫

寛容機構の一端を担うことが予想される [2, 22, 23]． 

キヌレニン経路の下流には，グルタール酸経路への分岐反応を触媒する鍵酵素として

ACMSD（EC4.1.1.45）が存在する．ACMSDは主に肝臓および腎臓に発現し，ACMS か

ら AMSへの転換を触媒する [24]．この分岐点の他方の経路では非酵素的に QUIN が産

生され，さらなる代謝を経て NAD へと転換される [25]．このことから，ACMSD は

QUINや NADの産生に影響を与える重要な酵素である． 

また，キヌレニン経路の下流で産生されるトリプトファン代謝産物が炎症に関与する

ことから，トリプトファン代謝と疾病，特に中枢神経系における障害との関連について

は広く研究が行われており，IDOやKMOといったキヌレニン経路上の酵素発現， QUIN

や KYNAの産生に着目した報告がなされている． 

実際に，アルツハイマー病患者脳における IDO 発現上昇ならびに QUIN 産生量の増

加および KYNA 産生量の減少，ハンチントン病モデルマウスの脳における QUIN 産生

量の増加が知られるほか，パーキンソン病患者の脳脊髄液における KYN/TRP比の上昇

は IDO発現上昇を反映することが予想される [26-31]． 

さらに，近年の疾病に関与する遺伝子変異に関する研究結果から，Acmsd遺伝子上の

変異や単一塩基多型とパーキンソン病発症リスクの間に因果関係が存在することが示

唆され，治療の新たなターゲットとして注目されている [32, 33]． 
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また，うつ病とトリプトファン代謝の関連についても“セロトニン仮説”として論じら

れている．この仮説では，神経伝達物質であるセロトニン合成量の低下や，シナプス間

隙におけるレセプターを介した過剰な再取り込みを介したセロトニンの枯渇がうつ病

の原因であることを仮定しており，中枢神経系における IDO 発現上昇がキヌレニン経

路を介したトリプトファン代謝を亢進することがその原因の一つとして予想されてい

る [34, 35, 36]．  

中枢神経系における 5-HT産生量はトリプトファン濃度に依存するが，実際に，うつ様

症状と血漿または脳脊髄液中のトリプトファン濃度低下が報告がされており，トリプト

ファンの存在量に依存してセロトニン産生量が低下している可能性が示唆される [34]． 

さらに，近年，末梢における炎症時の IDO発現上昇に伴う KYN産生の増加が末梢マク

ロファージの活性化と中枢神経系への移行を介し，うつ様症状誘導に関与することが示

されており，中枢神経系に限らず全身性の炎症がトリプトファン代謝を介しうつ様症状

発症機序の一端を担うことも明らかになりつつある [13, 34]． 

また，NADによる SIRT1 活性化は，生体内において概日リズムの調節に関与すること

が知られるが，トリプトファン摂取がこの機序を介し概日リズムに及ぼす影響について

は不明な点が多い．しかしながら，近年では，NAD に依存しない経路を介したトリプ

トファンによる概日リズム調節への関与が明らかにされている．この経路においては，

光刺激により誘導されるトリプトファン代謝産物が，AhR の活性化を介して時計関連

遺伝子である Cryの発現に影響を与え，これにより概日リズムの変動が誘導されるとの

報告がなされている [37]． 

さらに，メラトニンもまた概日リズムの調節に関与することが知られる [38, 39]．また，

ラットにおいて，食餌へのトリプトファン負荷は間脳におけるセロトニンおよびメラト

ニン産生量を増加させることが報告されており，トリプトファン摂取はメラトニン産生

を介しても概日リズムの調節に関与する可能性が予想される [38] 
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ラットを用いた過去の実験において，主要なメラトニン産生器官である松果体におけ

るセロトニンは明期においても一定量が存在するが，暗期の初期に一過性に約 3 倍まで

上昇することが報告されている．一方でメラトニン量は明期においてはほぼ存在せず，

暗期の間のみ産生が増加する．また，平常時のメラトニン量に対し，そのおよそ 1/3 が

メラトニンに転換される [40]． 

加えて，トリプトファンからセロトニンへの代謝に関与する酵素 TPHや，セロトニン

からメラトニンへの転換に関与する酵素 AANATは，光刺激により調節される概日性を

有する [41, 42]． 

これらのことより，トリプトファン代謝と概日リズムの強い関連が予想される．近年

の研究から，概日リズムの乱れは，メタボリックシンドロームや悪性新生物，神経変性

疾患をはじめとする多様な疾病の成因との関りが明らかにされており，疾病に対する予

防や治療の標的としても注目されている [43-45]． 

このような背景から，トリプトファン代謝調節機構の詳細や，この機構に影響を与え

うる要因を明らかにすることは，生体機能維持の観点から有用な成果となることが期待

される． 

本研究では，トリプトファン代謝経路における鍵酵素である IDO および ACMSD に

着目し，炎症とトリプトファン代謝の関係，ACMSD転写調節機構における転写因子お

よび転写活性化補助因子のはたらきの 2点について，その解明を目指した． 

 

4．炎症とトリプトファン代謝 

今回着目した鍵酵素の 1 つである IDO は炎症時に多様な細胞において発現が誘導さ

れることが知られ，その調節機序について，これまでに複数の経路が明らかにされてい

る．IDO発現を誘導する因子としては，IFN-γ，TNFα，IL-1βや IL-6 といった炎症性サ

イトカイン，また，大腸菌由来の炎症誘導物質である LPSや，アルツハイマー病患者脳
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の病変部位に蓄積がみられる異常タンパク質アミロイド βが知られる [46-48]． 

さらに，転写レベルでの制御機構についても研究が進んでおり，遺伝子上のプロモー

タ領域に結合することで Ido発現を直接誘導する転写因子としては，NFκBや，JNKや

p38 経路の下流に存在する AP-1 などが知られる [49]． IFN-γ に依存する経路として，

IRF-1の下流に位置する ISREや，JAK/STAT経路の下流に位置する GAS もまた，Ido 発

現を誘導することが報告されている [46]．さらに，これらの経路はサイトカイン放出と

受容体刺激を介した複数の細胞間のクロストークによっても制御される [48]．このよ

うに，Ido 発現誘導には複数の要因が関与し，多様な外部刺激に対する重要な応答とし

て複数の経路を介し制御を受ける． 

過去の研究から，トリプトファン代謝産物と神経変性疾患発症の因果関係が明らかに

されていることから，近年，トリプトファン代謝酵素発現の制御が神経変性疾患の予防

や治療のターゲットとして注目されている． 

特に，トリプトファン代謝経路において炎症下の初発酵素としてはたらく IDO は，

疾病との関連が多く報告されており，また，分岐酵素 ACMSDについても神経毒性を有

する QUINの産生に影響を与えることから，これらの酵素の発現制御は疾病予防や治療

の観点から有用であることが期待される． 

中枢神経系に存在するミクログリアは，免疫細胞として神経細胞の恒常性維持に関与

し，活性化されたミクログリアにおいてトリプトファン代謝に変動がみられることから，

その活性制御と神経変性疾患発症機序について研究が進んでいる．実際に，アルツハイ

マー病やパーキンソン病に関与する異常たんぱく質がミクログリアを活性化すること

が報告されており，本研究においても，ミクログリア細胞におけるトリプトファン代謝

に着目し実験を行った [50, 51]． 
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5．ACMSD発現調節機構 

１）ACMSD発現に影響を与える因子 

今回焦点を当てたもう 1つのトリプトファン代謝鍵酵素である ACMSDについて，そ

の発現を上昇させる因子として，糖尿病の発症や高タンパク質無脂肪食の摂取，絶食状

態，グルココルチコイド暴露などが知られる [52-54]．一方で，発現を低下させる因子

としては，脂肪酸やコレステロールの摂取，インスリン暴露などが報告されている [55, 

56]． 

このように， ACMSDは総じて，低栄養状態においてその発現が誘導され，栄養の充

足により発現が低下する傾向がみられるが，その制御機構については未だ不明な点が多

く，栄養状態を反映し，ACMSD発現調節を仲介する因子の存在が予想される． 

２）核内受容体 HNF4αと ACMSD発現調節機構の関係 

過去の報告から，Acmsd 発現の主要な調節機構として，核内受容体 HNF4α による転

写誘導が知られる [57]．また，負の制御因子としては PPARαおよび SREBP-2が報告さ

れている．過去の報告から，多価不飽和脂肪酸による ACMSD発現抑制について，脂肪

酸が脂質代謝関連転写因子である PPARαのリガンドとしてはたらき，HNF4α活性を阻

害することに起因する機序が示されている [58]．しかしながら，リノール酸による

ACMSD発現抑制など，PPARα が関与しない機構も報告されており，新たな機序の解明

が待たれる [59]．ACMSD発現制御に関与する可能性を有する新たな因子として，不飽

和脂肪酸やコレステロールによりその転写や翻訳後の修飾に影響を受ける脂質代謝関

連転写因子である SREBPsが報告されている [59, 56]．また，PPARα による SREBP1cの

発現誘導も知られているが，ACMSD発現制御機構における詳細な制御機序については

明らかにされていない [60]． 

本研究で Acmsd 転写活性のマスターレギュレータとして着目した HNF4α（NR2A1）

は HNF4Aによりコードされ，主に腎臓，肝臓，膵臓に発現するほか，胃，小腸，大腸
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などの消化管においても発現がみられる転写因子である [61]．その変異が若年発症成

人型糖尿病（MODY）の原因となる遺伝子のひとつに数えられ，インスリン産生に影響

を与えることが報告されている [62]．また，糖質，脂質代謝や薬物代謝に関連する遺伝

子の発現調節に関与する主要な転写因子の 1つであり，糖新生関連遺伝子である Pepck

や G6pase，脂質 β 酸化関連遺伝子である Cpt1，薬物代謝に関連する CYP 群といった

遺伝子の発現制御機構への関与が広く知られている [63-65]．  

 この遺伝子の転写調節には P1 および P2 の 2 つの異なるプロモータを介した制御

が存在する．プロモータの選択性は成長段階や臓器に依存し，肝臓においては胎生期に

P2プロモータによる発現が主であるのに対し，成熟後は P1プロモータを介した調節が

おこなわれる [66]．また，腎臓においては主として P1プロモータ依存性の転写調節が

おこなわれるのに対し，胃における転写調節は P2 プロモータに依存する [61, 66]．こ

れらの各プロモータ活性調節には，複数の転写調節因子が関与することが報告されてお

り，発現を正に制御する因子として，C/EBPα や RXRα/RARα 複合体が知られる．これ

らに加え，HNF1α，HNF1β，HNF3，HNF6などの HNF ファミリーや，HNF4α自身によ

るポジティブフィードバック制御機構が存在することも特徴的である [67, 68]．一方で，

p53 や SNAIL，SREBPsは負の転写制御に関与する [69-71]． 

HNF4α は核内受容体（NR）ファミリーに属し，その構造的特徴として，N-末端側か

ら順に，DNA結合ドメイン，リガンド結合ドメイン，転写活性化ドメインを有する（Fig. 

2A）．これは，RXR や RAR，ERR，PPAR，COUP-TFII ，REV-ERB といった核内受容

体ファミリーに広く保存される構造である [72] 

これらの核内受容体は DR配列（Fig. 3A）（AGGTCA n AGGTCA）と呼ばれる DNA上

の繰り返し配列に結合し転写因子として機能することが知られる．また，この機構にお

いて HNF4αはホモダイマーの形態に加え，RXRをはじめとする他の NRとヘテロダイ

マーを形成し，標的遺伝子の転写調節領域に結合する [73, 74]．  
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HNF4α による ACMSD 発現制御もまた，Acmsd 遺伝子 5’上流転写調節領域上に存在

する応答配列への結合を介し，Acmsd 転写活性を直接制御する機構によるものであるこ

とが明らかにされている [57]． 

DR 配列は中央に 0-5 mer の任意の塩基を含む繰り返し配列であり，このスペーサー

配列の塩基数により DR0-5に分類される．スペーサー配列の塩基数に関して，NRごと

に選択性がみられ，HNF4α ホモダイマーは DR1に対して強い選択制を有し，DR2, DR5

に対しても結合能を有することが確認されている [74]．また，HNF4α と RXRとのヘテ

ロダイマーは DR1 に対し選択性を有する [75]．Acmsd 5’ 上流転写調節領域に存在し，

Acmsd 転写活性に影響を及ぼすことが報告される HNF4α結合配列は，DR2ないしDR5

の逆相補配列を含む（Fig. 3C）．  

また，過去の報告において，ヒト HNF4α ヘテロダイマーは DR1様配列のハーフサイ

ト（Fig. 3B）に対し，他の NR ファミリーと比べ高い結合能を有することが報告されて

いるが [76]，マウス Acmsd 5’ 転写調節領域上の HNF4α 応答配列はこの配列に類似す

る配列の逆相補配列を含む．ヒトとマウスの HNF4αアミノ酸配列の相同性は約 90%に

のぼり，Acmsd 転写活性化においても HNF4α はヘテロダイマーとして機能することが

予想される [77]． 

また，HNF4α 活性は，リガンド結合部位への脂肪酸や活性化補助因子の結合を介し

調節される．過去に報告されたリガンドには，C14:0 や C18:0，C18:3 といった脂肪酸，

SRC1/2や CBP/p300といった補助因子が存在する [78, 79]．また，SHPとの結合は，他

のアゴニスト作用を有するリガンドの結合阻害を介し，HNF4αの活性を抑制する [80]． 

さらに， HNF4α は，そのタンパク質上のリガンド結合部位存在する AF2ドメインへ

の活性化補助因子の結合により活性が調節されることが知られる．活性化補助因子

PGC1α もまた，AF2 ドメインへの結合を介し HNF4α 活性化に関与することが知られ，

実際に PGC1α および HNF4α が関与する機構により発現制御を受ける遺伝子として，
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Cpt1，Pepck，G6paseおよび CYP群などが報告されている [81]． 

3）転写活性化補助因子 PGC1α 

PGC1αは1998年にPPARγの補助因子として褐色脂肪において発現が報告された [82]．

以来，エネルギー代謝に関与する遺伝子の発現調節機構において多様な転写因子の活性

に影響を与える重要な補助因子としての機能が明らかにされている．PGC1α は

PPARGC1A によりコードされ，筋肉や褐色脂肪，腎臓，肝臓，脳などで発現がみられる

転写活性化補助因子であり，PGC1α の発現および活性は，栄養状態や寒冷刺激といった

生体の生存環境に応答する複数のシグナルの下流で制御される [83]． 

発現レベルでの制御機構としては，絶食や寒冷刺激，運動，グルカゴンを介した正の

制御のほか，インスリンシグナルを介した負の制御などが知られる．これらの機構では，

PGC1αプロモータ領域へのMEF，FOXO，CREB といった転写因子の結合を介した転写

制御が報告されている．筋肉においては，運動時 AMPK-p38 MAPK-MEF 経路や，Ca2+-

CaMK-MEF経路，Ca2+-CaMK-CREB経路による発現誘導が明らかになっている [84-88]．

また，褐色脂肪細胞における寒冷刺激下での βAR-cAMP-PKA-CREBを介した経路は，

PGC1α のターゲット遺伝子である UCP1 を介した熱産生機構の主要な機序として研究

が進められている [85, 89-91]．肝臓における PGC1α発現調節機序としては，cAMP-PKA-

CREB経路を介した誘導が知られる．グルカゴンがこの経路のシグナル伝達を促進する

のに対し，インスリンによるこの経路の阻害は CREB 活性化に関与する CBPや TORC2

のリン酸化による不活化を介したものである [92-94]．さらに，栄養状態の変化はグル

カゴンやインスリン放出を介した間接的な経路に加え，特に筋肉においては，エネルギ

ー収支を反映し変動する AMP/ATP 比の上昇による AMPK の活性化を介した直接的な

経路によっても PGC1α発現に影響を与える [95]． 

PGC1αは多くの NR ファミリーの補助因子として知られ，この作用は，NR ファミリ

ーに広く保存される AF2 ドメインとの結合を介したものであることが明らかにされて
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いる．AF2 ドメインを介した NR の活性化に際しては，PGC1α の N-末端側に存在する

活性化ドメイン上の NR1/2/3と呼ばれる 3つの LXXLLモチーフ（Fig. 2B）が重要な働

きを担い，過去の報告から，HNF4α の活性化においてもこれらのモチーフが不可欠で

あることが明らかになっている [96]．PGC1α により活性が調節される転写因子として

は，ミトコンドリア新生に関与する NRF1/2 や ERR [97, 98]，糖新生に関与する GR や

FOXO1 [99, 100]が存在し，転写因子の活性制御を介した PGC1αによる褐色脂肪細胞分

化への関与も報告されている [101]． 

このように，PGC1αとACMSDの発現局在臓器や発現変動に関与する要因の類似性，

Pgc1α および，HNF4α と PGC1α の協働により発現が誘導される Pepck や G6pase の発

現が，ACMSD発現と同じくインスリンにより抑制されることなどの傍証から，本研究

では，ACMSD発現制御機構への PGC1αの関与を予想した [102]． 

以上の背景から，II 章では，中枢神経系における炎症と IDO および ACMSD の関連

を，III 章では ACMSD 発現調節機構における転写因子と活性化補助因子の相互作用を

明らかにすることを目的とし，実験を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 トリプトファン代謝経路 



13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 マウス HNF4α および PGC1αの構造 

A. HNF4α，B. PGC1α 

Fig. 3 DR配列および Acmsd 5’ 上流転写調節領域 HNF4α 応答配列の構造 

A. DR 配列およびその逆相補配列．n に 0-5 mer の任意の塩基を含む．B. ヒトにおける

HNF4α 特異的 DR1 half-site およびその逆相補配列．C. Acmsd 5’上流転写調節領域上の DR2

および DR5 様配列．太字は DR に相当する配列を，灰色の文字はスペーサー配列を，下線は

元の DR 配列と異なる塩基を示す． 
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II. 炎症時のトリプトファン代謝鍵酵素発現と 

食品成分による影響 
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1. 背景・目的 

近年，食品成分による IDO 発現制御に関する研究が盛んであり，ウコンに含まれる

クルクミンや，タマネギ外皮に含まれるケルセチン，シソに含まれるルテオリンなどに

ついて，IDO発現抑制効果が報告されている [103]．  

本研究においては，フィトケミカルとして知られるフェルラ酸（FA）に着目し，IDO

発現への影響を検討した．FA は小麦外皮や米糠に多く含まれ，リグニンを形成するフ

ェノール化合物であり，抗酸化や抗炎症，抗肥満作用，高血圧上昇作用といった多様な

効果を有する [104-113]．  

 未利用資源の有効活用の観点からも有望であるほか，日常的に摂取する穀類からの長

期的な供給が可能であり，疾病予防効果が期待される食品由来成分である． 

さらに，FA は，中枢神経系をターゲットとする際の重要な勘案事項となる，血液か

ら中枢神経系への輸送の障壁である血液脳関門を通過することが知られており，神経変

性疾患の予防や治療を想定した試験物質として期待される [114]．実際に，FAの経口摂

取が認知機能の改善に有効であるとの報告もなされている [115]．  

本実験で炎症誘導に用いた LPS は，大腸菌由来のリポ多糖であり，細胞表面に存在

する炎症性物質の受容体である TLR 4 に結合し，ERK，JNK，p38 のリン酸化によりシ

グナルが伝達される MAPK経路や，NFκB 経路といったシグナルカスケードを介し Ido

転写活性を直接調節する [116, 117]． 

これらのカスケードが Ido 発現を制御する機構については，Ido 5’上流転写調節領域

に存在する NFκBおよびAP-1結合配列を介したものであることが報告されている [49]．

NFκBは平常時，核外において IκBαと結合することでその核移行が阻害されているが，

炎症時には上流のシグナルにより IκB がリン酸化を受け，分解されることで NFκBの核

移行が促進される [118]．MAPKに属する ERK，JNK，p38もまたリン酸化を介してさ

らに下流の AP-1 を活性化する [119]． 



15 

 

以上より，転写制御機構が明らかにされている IDO については，これらの細胞内シ

グナル経路に着目し，FAの効果を検討した． 

また，IDOに加え，神経変性疾患発症への関与が強く示唆されるトリプトファン代謝

産物 QUINの産生量に影響を与える因子として，トリプトファン代謝経路上の分岐酵素

である ACMSDについても着目した． 

 本章では，トリプトファン代謝の鍵酵素である IDO および ACMSD について，マウ

スおよびミクログリア細胞における炎症時の各酵素の遺伝子発現および FAが及ぼす影

響を明らかにすることを目的とした．  
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2. 方法 

1）ミクログリア細胞における LPS 誘導性炎症条件下の Idoおよび Acmsd 発現解析 

（1）ミクログリア細胞の培養 

マウス胎仔由来ミクログリア細胞株 MG6（RIKEN BRC）[120, 121] を 24 well plate 

0.25 × 106 cells/well，にて播種し，10% FBS，ペニシリン（1,000 U/mL）およびストレプ

トマイシン（1 mg/mL）を含むダルベッコ変性イーグル培地（DMEM）中で培養した． 

24 時間の前培養後，各細胞に LPS（100 ng/mL）を添加した．LPS未処理群については，

LPS の溶媒である PBS (-)を添加した．12 well plate にて培養した細胞を，24 時間後，

PBS で洗浄，RNA iso plus（TaKaRa）にて溶解し，遺伝子発現解析に供した． 

（2）Total RNA抽出，cDNA合成および real-time qPCR 

  1）の手順にて RNA iso plusに溶解し回収した細胞より製品プロトコールに従い total 

RNA を抽出した．続いて，ReverTra Ace ® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover

（TOYOBO）を用いて製品プロトコールに従い逆転写を行い，cDNA を得た． 

THUNDERBIRD ® SYBR ® qPCR Mix（TOYOBO）を用い，ABI PRISM® 7000（Applied 

Biosystems）にて各遺伝子の発現量を測定した．各遺伝子配列の増幅には以下のプライ

マ ー を 用 い た ． Ido ; Fwd. 5’-GGGATGACGATGTTCGAAAG-3’ ， Rev. 5’-

GTGGACCCAGACACGTTTTT–3’，Acmsd ; Fwd. 5’-GCCTCCCACAGTTGGATAGA–3’，

Rev. 5’-GCCTCAAACACAGACCCATT-3’ ， 18S rRNA ; Fwd. 5’-

CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3’，Rev. 5’-AGTCGGCATCGTTTATGGTC-3’． 

 

2）フェルラ酸がマウス脳およびミクログリア細胞における炎症時の Ido mRNA発現に及ぼす 

影響 

（1）動物実験 

7週齢の ICR雄マウスを日本 SLC より購入した． 

マウスを 3 群に分け（n=6），うち standard 群および control 群には標準食を，フェルラ
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酸（FA）群には 1% FA添加食を給餌し，2週間飼育した．飼育期間中，餌および水は自

由摂取とした．解剖の 6 時間前に，standard 群には PBSを，control群および FA群には

LPS（1 mg/kg/body weight）を腹腔内投与した．ペントバルビタールナトリウムおよび硫

酸アトロピン二種混合麻酔の腹腔内投与による麻酔後解剖し，脳（小脳，海馬，線条体）

を回収した．動物は，国立大学法人千葉大学動物実験委員会の承認を得て，「千葉大学

動物実験実施規定」に基づき取り扱った． 

回収した組織より RNA iso plus（TaKaRa）を用いて total RNAを抽出した後，ReverTra 

Ace ® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO）により逆転写をおこない，

cDNA を得た．手順はいずれも製品プロトコールに従った。得られた cDNA を用いて，

II. 2. 1) (2) と同様の手順で real-time PCRをおこない，遺伝子発現を測定した． 

（2）ミクログリア細胞における炎症誘導と FAの影響 

① ミクログリア細胞の培養 

マウス胎仔由来ミクログリア細胞株MG6（RIKEN BRC）を 12 well plateおよび 60 mm 

dishにそれぞれ 0.5 × 106 cells/well，4.0 × 106 cells/dishにて播種し，10% FBS，ペニシリ

ン（1,000 U/mL）およびストレプトマイシン（1 mg/mL）を含む DMEM 中で培養した． 

24時間の前培養後，各細胞に LPS（300 ng/mL）および FA（10，50，250 μM）を添

加した．12 well plateにて培養した細胞を，24時間後，PBS で洗浄，RNA iso plus（Takara）

にて溶解し，遺伝子発現解析に供した．60 mm dish にて培養した細胞は 5，15および

30 分後に PBSで洗浄後回収し，タンパク質発現解析に供した．  

② Total RNAの抽出，cDNA合成および real-time qPCR 

  ①の手順にてRNA iso plusに溶解し回収した細胞より total RNAを抽出した．続いて，

ReverTra Ace ® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO）を用いて逆転写を

行い，cDNAを得た． THUNDERBIRD ® SYBR ® qPCR Mix（TOYOBO）を用い，ABI 

PRISM® 7000（Applied Biosystems）にて cDNAの遺伝子発現量を測定した．各遺伝子
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配 列 の 増 幅 に は 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い た ． Ido ; Fwd. 5’-

GGGATGACGATGTTCGAAAG-3’ ， Rev. 5’-GTGGACCCAGACACGTTTTT-3’ ， 36b4 

（ RPLP0 ） ; Fwd. 5’-TGTGTGTCTGCAGATCGGGTAC-3’ ， Rev. 5’-

CTTTGGCGGGATTAGTCGAAG-3’ 

③ NO測定 

 細胞培養培地上清中の一酸化窒素（NO）濃度をグリース法 [122] により測定した． 

④ ELISA 

 mouse TNF-α ELISA MAX Deluxe，mouse IL-6 ELISA MAX Deluxe（Bio Legend）を用い，

MG6 培養培地上清に分泌された TNF-α および IL-6濃度を測定した． 

⑤ タンパク質抽出 

①の手順にて培養した細胞よりタンパク質を抽出した．5 および 15 min 後の細胞に

ついては全抽出バッファー（20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100）にて細胞

を回収し，超音波破砕した後，4°C，15,000×rpm，5 min 遠心したのち，上清を回収し，

全タンパク質溶液とした．LPS処理 30 min 後に回収した細胞については，全抽出に加

え，以下の手順で核抽出を行った．細胞を PBS (-)に懸濁し，遠心し上清除去後，細胞

を破砕バッファー（25 mM Tris-HCl, 250 mM sucrose, and 1 mM EDTA）に再懸濁し，グ

ラス‐テフロンホモジナイザーにて細胞膜を破砕した．4°C，3, 000×rpm，5 min 遠心

後，上清を除去し，沈殿した核画分に RIPAバッファー（150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 

1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, and 0.1% sodium dodecyl sulfate）を加え，超

音波破砕し，核タンパク質溶液を得た． 

得られた各溶液を 4 × sample buffer（0.25 M Tris-HCl, 8% SDS，40% glycerol，2-

mercaptoethanol，0.02% bromophenol blue）と 3：1の割合で混合し，100°C，5 min 加熱

処理したものを SDS-PAGEに供した． 
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⑥ ウエスタンブロッティング 

 ③で調製した各サンプルを SDS PAGE に供した．各タンパク質の検出には以下の抗

体を用いた．IκBα (sc-371), Lamin B (sc-6217)，Anti-Goat IgG HRP conjugate（sc-2020）

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), NFκB (#4764), p-p38 (#9215), p38  

(#9212S), p-Erk (#9101S), Erk (#4695), p-JNK (#9251), JNK (#9252), β-actin (#4967) (Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA, USA) Anti-Rabbit IgG HRP conjugate（W4018） 

 

3）統計処理 

数値はすべて平均値±標準誤差で表記した．統計学的解析には EXCEL 統計 Ver. 6.0

（株式会社 エスミ）および BellCurve エクセル統計 Ver. 2.10（株式会社 社会情報サー

ビス）を用いた．  
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3. 結果 

1）ミクログリア細胞における炎症時の Idoおよび Acmsd mRNA発現変動 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

まず，LPSによる炎症誘導がミクログリアにおけるトリプトファン代謝鍵酵素発現に

及ぼす影響を検討した． 

LPS 処理 24時間後の Ido mRNA発現レベルは，LPS 未処理群と比較し有意に上昇し

た．一方で，LPS 処理 24時間後の Acmsd mRNA発現レベルは LPS 未処理群と比較し有

意に低下した（Fig. 4）． 

IDO は炎症時，中枢神経系におけるトリプトファン代謝の初発酵素としてはたらき，

下流の代謝に影響を与えることから、以降の実験では，IDO発現に着目し，実験を行っ

た． 

 

 

Fig. 4 LPS 処理がミクログリア細胞における Idoおよび Acmsd mRNA発現に及ぼす影響 

100 ng/mLの LPS を含む培地中で 24 h 培養した MG6 における各 mRNA発現レベルを real-

time PCR 法により測定した．A. Ido，B. Acmsd．*, p < 0.05; **, p < 0.01, vs 24 h LPS (-) 

(Student's t-test). 各遺伝子の発現レベルを 18 S rRNA mRNA 発現レベルにより補正し， 

平均値±標準誤差で示した (n=6).  

 

A B 
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2）FAがマウス脳およびミクログリア細胞における炎症時の Ido mRNA発現に及ぼす影

響 

（1）FAが炎症条件下のマウス脳における Ido mRNA発現レベルに及ぼす影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

続く実験では，LPS腹腔内投与時の Ido mRNA発現に対する FA経口摂取の影響を検

討した．  

 マウス小脳（Fig. 5A），海馬（Fig. 5B），線条体（Fig. 5C）各部位の Ido mRNA発現レ

ベルは，LPS 腹腔内投与により上昇し，この発現上昇は，海馬および線条体において，

FA投与により低下する傾向がみられた． 

 

 

 

Fig. 5 LPS 投与が脳各部位における Ido mRNA発現に及ぼす影響 

対照食または 1% FA添加食を 2 週間給餌し，解剖の 6 h 前に PBS または 1 mg/kg body weight の

LPS を腹腔内投与した．マウスの脳を小脳，海馬，線条体に分け，各部位における Ido mRNA

発現レベルを real-time PCR 法により測定した．A. 小脳，B. 海馬，C. 線条体．各遺伝子の発現

レベルを 18 S rRNA mRNA発現レベルにより補正し，平均値±標準誤差で示した (n=4-5)． 

C B A 
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（2）FAが炎症条件下においてマウスミクログリア細胞に及ぼす影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ここまでの結果から，マウス脳における FAによる Ido mRNA発現抑制がミクログリ

アに対する作用を介したものである可能性が予想されたため，FA が炎症時のミクログ

リア細胞における Ido mRNA発現に与える影響を検討した． 

Ido mRNA発現は LPS処理により上昇し，この上昇は FA添加により抑制された（Fig. 

6）． 

 

 

 

 

Fig. 6 FAが炎症条件下のミクログリア細胞における Ido mRNA発現に及ぼす影響 

300 ng/mL LPS および 10-250 μM FA含有培地中で 24 h 培養した MG6 における Ido mRNA発現

レベルを real-time PCR 法により測定した． 

*, p < 0.05; **, p < 0.01, vs LPS (+), FA (-) (Tukey's test). 各遺伝子の mRNA発現レベルを 36B4 

mRNA 発現レベルにより補正し，平均値±標準誤差として示した(n=6)． 
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② FAが炎症メディエータ産生に及ぼす影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

培養培地上清中の TNFα（Fig. 7A），IL-6（Fig. 7B）産生量，NO濃度（Fig. 7C）は LPS

処理により増加したが，この増加に対する FA添加による影響は見られなかった． 

 

 

 

 

Fig. 7 FAが LPS 処理下のミクログリア細胞における炎症メディエータ産生に及ぼす影響 

MG6 を 300 ng/mL LPS および 10-250 μM FA含有培地中で 24 h 培養し，回収した培養培地上清中の各

炎症メディエータの濃度を測定した．A. TNF-α，B. IL-6，C. NO．各濃度を平均値±標準誤差として

示した (n=6)． 
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③ FAが炎症シグナルタンパク質発現に及ぼす影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞質における IκBα の分解は，LPS 処理により促進され，この分解は FA 添加によ

り抑制された（Fig. 8A）．これに伴い，NFκB の核移行は LPS処理により増加し，FA添

加により減少した（Fig. 8B）． 

 また，p38 および Erk 1/2 のリン酸化についても，LPS 処理により促進され，FA処理

により低下した（Fig. 8C，D）．一方，SPAK/JNKのリン酸化は LPS により上昇したが，

FA添加による影響は見られなかった（Fig. 8E）． 

Fig. 8 FAが LPS 処理下のミクログリア細胞における炎症シグナルタンパク質発現に及ぼす影響 

A. IκBα，B. NFκB，C. p38，D. Erk，E. JNK．MG6 を 300 ng/mL LPS および 10-250 μM FA FA含有培地中で

5，15，30 分間処理した後，回収した細胞よりタンパク質を抽出した．p38 については 5 分後， Erk，JNK

については 15 分後，IκBα および NFκB については 30 分後に回収したサンプルを用い，解析を行った． 

NFκB の検出のみ核抽出溶液を，その他のタンパク質の検出には細胞質抽出溶液を用い検出した． 



25 

 

5. 考察 

ミクログリア細胞において， LPS処理により Ido mRNA 発現レベルが上昇した一方

で，Acmsd mRNA発現レベルは低下した．IDOがトリプトファン代謝の初発かつ律速酵

素であるのに対し，ACMSD はトリプトファン代謝経路上の分岐酵素であり，QUIN 産

生量に影響を与える鍵酵素としてはたらく．ACMSD 発現低下は，QUIN 産生上昇を誘

導することから，ミクログリア細胞においても，炎症時に ACMSD発現変動を介したト

リプトファン代謝変動が引き起こされることが示唆された． 

IDOにより代謝が触媒される反応の下流では，神経変性疾患発症への関与が予想され

る QUINや 3-HK，KYNなどのトリプトファン代謝産物が産生される． 

神経変性疾患発症に際しては，ミクログリア細胞の活性化が症状の顕在化に先行して

進行することが報告されており，神経変性疾患発症の一端にミクログリア細胞の活性化

とトリプトファン代謝異常を介した機構が関与する可能性が予想される [31]． 

また，マウスにおける炎症誘導時，脳各部位で Ido mRNA発現レベルは上昇し，海馬

および線条体においては，FAの経口摂取が Ido mRNA発現上昇抑制に有効である可能

性が示された．海馬はアルツハイマー病において萎縮が認められることが臨床的に知ら

れており，線条体はパーキンソン病における主要な病変部位の一つである [123]．  

これらのことから，海馬および線条体における FAによる Ido mRNA発現抑制が神経

変性疾患の予防に有用である可能性が示された． 

また，FAはミクログリア細胞において，LPS 添加により誘導された Ido mRNA発現

および NFκB，p38 および Erk経路の活性化を抑制することが明らかになった．  

これらの結果より，FAによる Ido mRNA発現抑制が NFκB 経路および p38 MAPK経

路の抑制を介した機序によることが示唆された． 

Ido発現に影響を与える因子は複数知られており，IFN-γや IL-1β，IL-6，TNFαといっ

た炎症性サイトカインを介した経路が存在する [124]．しかしながら本研究において，
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FA はミクログリア細胞培養培地中のこれらのサイトカイン産生量には影響を及ぼさな

かった． これらの因子は，いずれも，MAPK経路およびNFκ経路を介した誘導機序が

存在することから，FAによる抑制が見られなかった JNK経路を介して誘導されたこと

が予想される． 

また，過去の実験において，FAは低用量の LPS（100 ng/mL）処理下において，ミク

ログリア細胞における Ido mRNA発現に加え，IL-6および TNFα発現を抑制することが

確認されている（データ不掲載）．この結果は，軽度の炎症条件下にあるミクログリア

細胞において，FAが他の炎症シグナル経路に加え，JNK経路を阻害しうる可能性を示

唆している． 

中枢神経系において IDO を発現する免疫細胞として，ミクログリアおよびアストロ

サイトが知られるが，これらの細胞では，IDOが触媒する反応の下流で産生される KYN

を分岐点として，異なる経路を介し代謝が行われることが報告されている．アストロサ

イトにおいて，KYNは KATs が触媒する反応により KYNAへと転換される [5]．KYNA

は NMDA型グルタミン酸受容体のアンタゴニストとしてはたらくことから，アストロ

サイトにおける IDO 発現上昇は炎症下において神経保護につながる意義を有すること

が示唆されている．一方のミクログリアにおいては，KYNは 3-HK，3-HAAといった中

間代謝産物を経て NMDA型グルタミン酸受容体のアゴニストである QUIN へと転換さ

れる [5]．ミクログリア細胞において，QUIN を基質とした反応を触媒する QPRT の発

現は極めて低いことから，ミクログリア細胞における IDO 発現の上昇は QUIN の蓄積

を介し，神経興奮毒性を惹起することが予想される [125]． 

また， KYNがリガンドとなる AhRの Ido転写調節領域への結合による直接的な Ido

転写制御機構が報告されており，KYNによる AhR活性化を介したポジティブフィード

バック制御が行われることも明かにされている．このことから，ミクログリア細胞にお

いて，FAによる Ido発現抑制を介した KYN産生量の低下が，AhR シグナルの抑制を介
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しても Ido発現を負に制御する可能性も予想される [126, 127]． 

さらに，近年の報告から，ミクログリア細胞には形態や機能の異なる M1 および M2

ミクログリアが存在することが明らかになっている．ミクログリアは LPS や IFN-γ と

いった炎症性の刺激に応答し M1 ミクログリアに変化し，M1 ミクログリアは IL-1β や

IL-6，TNFα といった炎症性サイトカインの産生を担う [128]．他方のM2ミクログリア

は抗炎症機能を有し，抗炎症性のサイトカインである IL-4 や IL-13 により誘導された

後，IL-10 などの抗炎症性サイトカインを産生する [128]．この転換は神経変性疾患に特

異的な異常たんぱく質であるAβや α-シヌクレインによっても誘導されることが報告さ

れていることから，新たな治療ターゲットとして注目されている [128]． 

 また，過去の実験において FAが低用量の LPS 処理下で，ミクログリア細胞における

L-6 および TNFα 発現を抑制したことから，FAがミクログリアのM1ミクログリアへの

変化を抑制する可能性を示唆する． 

 以上より，FAは，ミクログリア細胞において NFκB 経路および p38 MAPK経路の阻

害を介し，Ido mRNA発現を抑制するほか，ミクログリア細胞の活性化抑制を介しても

神経変性疾患の予防および治療において効果を有する可能性が示唆された． 

なお，ラットを用いた過去の報告において，FA の体内動態が明らかにされている．

消化管を介した血中および各臓器への FA移行については，本研究室における過去の研

究において，2.25 μmol FA をラットの胃内で 25 分間インキュベートした後の FA 濃度

は，門脈血中で 13.4 ± 1.2 μM，腹大動脈血中で 9.2 ± 0.9 μM，胆汁中で 271.3 ± 151.4 μM，

尿中で 140.0 ± 136.9 μM であったとの報告がある [129]．また，経口摂取され胃より吸

収された FAは，門脈を介して肝臓に運ばれ，肝臓においてグルクロン酸抱合や硫酸抱

合を受け血液を介して全身に運ばれることが明らかになっている [129, 105]． 

さらに，ラットにおいて，各臓器の FA濃度は，腎臓や肺，肝臓，脾臓，心臓，脳と

いった多くの臓器で，尾静脈投与 30 分後をピークに減少することが報告されており，
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経口摂取された FAの滞留時間は比較的短く，胆汁や尿中に速やかに排出されることが

示唆されている [114]． 

よって，FAの摂取源は，継続的に摂取可能な食品であることが望ましい．FAは，米

胚乳細胞壁（910 mg/100 g）や小麦ふすま粉末（530-540 mg/100 g），ライ麦ふすま（280 

mg/100 g），グレープフルーツ（10.7-11.6 mg/100 g），ホウレンソウ（7.4 mg/100 g），ブ

ロッコリー（4.1 mg/100 g），コーヒー（9.1-14.3 mg/100 g）など多様な植物性食品に含ま

れることが知られる [105]． 

今回の実験で設定した FAの濃度は，動物実験において１％であり，これは，およそ

1 g/kg body weight/dayに相当する．また，細胞実験において用いた FAの濃度 10-250 μM

は，2-50 μg/mLに相当する．過去のラットを用いた過去の研究においては，5 mg/kg body 

weight の FAの尾静脈投与により，脳内の FA濃度は最大でおよそ 1.2 μg/gに上昇する

ことが報告されている [114]．これらのことからも，本実験で用いた FA の用量はいず

れも，市販されるサプリメントの用量が 300 mg前後であることに比して高用量である．

しかしながら，今回の実験で用いた炎症条件が強力なものであったことに鑑み，予防的

な効果としてはより低用量の FAにより炎症抑制効果が得られることが予想される．さ

らに，FA が特定のペプチドと結合することにより，生体内における運搬効率の向上や

体内滞留時間の伸長がみられるとの報告もなされている [114]．このような修飾を利用

したサプリメントの活用により，FA の吸収効率を向上させうることが予想される．し

たがって，FA の摂取方法として，神経変性疾患の予防を目的とした食事からの摂取，

また，症状の抑制を目的としたサプリメントの服用という選択が可能である． 

穀類や果物，野菜類などからの日常的，かつ継続的な摂取が可能である食品からの FA

摂取は食生活を通した神経変性疾患の予防において有効であり，本研究の成果として，

この機構の一端にミクログリア細胞における IDO 発現抑制が関与する可能性が示唆さ

れた．  
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Fig. 9 フェルラ酸による Ido転写抑制機構 



 

 

 

 

 

 

III. ACMSD転写調節機構の解明 
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1. 背景・目的 

 本章ではまず，インスリンによる ACMSD発現調節機構に着目し， HNF4αを介した

ACMSD 発現調節機構への関与が予想される転写活性化補助因子 PGC1α の発現変動と

ACMSD 発現の関係を明らかにするため，I 型糖尿病モデルマウスを用いた実験を行っ

た．本実験で糖尿病の誘導に用いたストレプトゾトシン（STZ）は，げっ歯類において

膵臓の β細胞を選択的に傷害し，インスリン分泌を阻害する薬剤であり，自己免疫によ

り β細胞の障害が生じる I型糖尿病のモデル動物作成に用いられる [130]． 

 続いて， Acmsd 転写活性調節機構における HNF4α および PGC1αのはたらきを明ら

かにするため，Acmsd 5’上流転写調節領域上の HNF4α 応答配列を含むレポーターベク

ターを用い，HNF4α および PGC1α の過剰発現下におけるレポーター活性を測定した． 

 また，初代肝実質細胞を用いた系により，HNF4αおよび PGC1αの過剰発現が Acmsd 

mRNA発現に及ぼす影響を検討した． 
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2. 方法 

1）糖尿病モデルマウスを用いた実験 

（1）動物 

日本 SLC より購入した 7週齢 ICR 雄マウスを 2 群に分け，20時間の絶食後，各群に

STZ（200 mg/kg b.w.）または STZ の溶媒として用いたクエン酸緩衝液（pH 4.5）を腹腔

内投与した．10 日後に尾静脈血を採取し，血糖値および体重により各群をさらに 2 群

に分け，計 4群とした．11日目より，ストレプトゾトシン投与群，クエン酸緩衝液投与

群それぞれについて，インスリン（5 U/kg b.w.）または PBSを，2 回/day（7:00 および

19:00），10 日間継続して皮下投与した．飼育開始から 20 日後に解剖を行い，血漿，肝

臓および腎臓を回収した． 

 動物実験は，国立大学法人千葉大学動物実験委員会の承認を得て，「千葉大学動物

実験実施規定」に基づき執り行った． 

（2）血糖値測定 

グルコース CII-テストワコー（和光純薬工業）を用い，血糖値を測定した． 

（3） ACMSD活性測定 [131] 

① 粗酵素液抽出 

マウス肝臓および腎臓をそれぞれ 3 倍容の 0.02 M KCl-PO4 buffer（pH 7.0）中で，グ

ラス-テフロンホモジナイザーを用いて破砕し，4°C，38,000 × gにて 60分間遠心した．

得られた上清を粗酵素液として ACMSD活性測定に供した． 

② ACMS 生成 

ラット肝臓をアセトン中で破砕し，凍結乾燥した粉末 200 mg に 5 mL 0.04 M Tris-

acetate bufferを加え，4°C，15,000 × g にて 20分間遠心し，抽出した 3-HAOを含む溶液

を 1 mg/mL 3-HAA溶液と反応させ，生成した ACMSを ACMSDによる触媒反応の基質

とした． 
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③ 活性測定 

生成した ACMSに粗酵素液を加え，360 nmの吸光度を継時的に測定した．測定値を

下記の計算式に代入し，ACMSD活性値を算出した． 

𝐴𝐶𝑀𝑆𝐷 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (𝜇𝑚𝑜𝑙 ℎ⁄ 𝑔⁄ 𝑙𝑖𝑣𝑒𝑟) =
⊿OD360 nm

∗1

4.5×104 ∗2 ×
1.5 ∗3

1000
×

1

0.1  ∗4
× 4 × 106 × 60  

*1  

*2分子吸光係数 (4.5×104 M-1cm-1) 

*3 反応液総量（mL） 

*4 粗酵素液量（mL） 

 

2） レポーターアッセイ 

（1）ベクター構築 

① レポーターベクター 

Acmsd 5’上流転写調節領域上の既知の HNF4α結合配列（-243/-224 bp）を Sac I，Nhe 

I，Xho I 認識配列を含む以下のプライマーにより増幅した．Sac I forward 5’-

TAGTCAAGTTCTGAGCTCCTATTGAATCAAG-3’, reverse 5’-

AGAAAACAAGAATGAGCTCAACTCCAGAGGTC-3’ ， Nhe I forward 5’-

AGTTCTGAGCAGCTAGCGAATCAAGGCAGC-3’ ， reverse 5’-

CTTCAACCAGAAAGCTAGCATGTACTCAACTC-3’ ，   Xho I forward 5’-

CTGAGCAACTCGAGAATCAAGGC-3’, reverse 5’-CAAGAATGTACTCGAGTCCAGAG-3’．

増幅した断片を各制限酵素にて処理し，同様に制限酵素処理を行ったホタルルシフェラ

ーゼレポーターベクターpGL3-basic（Promega）に順次導入した．以上の手順で，目的の

HNF4α 結合配列を 3カ所に含むレポーターベクターpGL3-ACMSD HNF4-REを得た． 

② 発現ベクター構築 

HNF4α および PGC1α 翻訳配列を，それぞれ Xba Iおよび Not I配列を含む以下のプ
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ライマーにより増幅した．鋳型にはマウス肝臓 cDNA を用いた．Hnf4α forward 5’-

CGGGCAGATCTGGGGGCTAAGGC-3’, reverse 5’-GAACCCCAGATCTCCCCAGCAGC-

3’; Pgc1α forward 5’-GCGTCACGCCGGCGCTGGATGGC-3’, reverse 5’-

GAGAGTGTAACGCCGGCGAAATTC-3’． 増幅した断片を各制限酵素にて処理した pCI-

neo mammalian expression vector（Promega）に導入し，pCI-neo-HNF4α および pCI-neo-

PGC1αを得た． 

また，GC1α 結合配列である HNF4α タンパク質上の活性化ドメインである AF2 配列

[132, 133]に変異を有する pCI-neo-HNF4α-Mutを得ることを目的とし、得られた pCI-neo-

HNF4α を鋳型に，以下のプライマーを用いて Inverse PCR を行った． 

forward 5’-GAAGATGCAGCAGGGAGGGTCTGCCAGTGATGCAC-3’, reverse 5’-

TGCAGCAGGTTGTCAATCTTGGCCATGCCGAAGAGC-3’． 

（2）ルシフェラーゼ活性測定 

マウス由来繊維芽細胞 NIH3T3 を 24 well plateまたは 96 well plateにそれぞれ 0.8× 105

および 0.16 × 105 cells/well の密度で播種した．この細胞に，MultiFectam（Promega）を

用い，pGL3-basic，pGL3-ACMSD HNF4-RE，pCI-neo，pCI-neo-HNF4α，pCI-neo-PGC1α，

pCI-neo-HNF4α-Mut，ウミシイタケレポーターベクターpRL-CMV（Promega）を導入し

た．レポーターベクターのコントロールとして pGL3-basic を，発現ベクターのコント

ロールとして pCI-neo を用いた．pCI-neo-HNF4α-Mut を用いない実験系については 24 

well plateを，用いる実験系については 96 well plateを用いた．上記のベクターを含む形

質転換培地中での 4時間の培養後，培地を 10% FBS含有 DMEM に置換した．さらに 24

時間培養した後，Dual-Glo® Luciferase Assay System（Promega）を用い，ホタルおよびウ

ミシイタケルシフェラーゼ活性を測定した． 

 

 



34 

 

3） 初代肝実質細胞への発現ベクター導入 

（1）初代肝実質細胞の単離  

過去に報告された方法[134]を参考に単離を行った． 

 日本 SLCより購入した 6～10 週齢 C57BL/6J 雄マウスより，コラゲナーゼ潅流法を

用いて初代肝実質細胞を単離した．手順を以下に示す． 

マウスをミダゾラム/メデトミジン塩酸塩/ブトルファノール酒石酸塩混合麻酔により麻

酔し，開腹したマウス門脈より前潅流液（0.8% NaCl, 0.04% KCl, 0.5 mM NaH2PO4
 ・2H2O, 

0.42 mM Na2HPO4
 ・12H2O, 10 mM HEPES, 0.5 mM EGTA, 5 mM glucose, 0.0006% phenol 

red and 0.035% NaHCO3）続いてコラゲナーゼ溶液（0.05% collagenase type IV, 0.005% 

trypsin inhibitor, 0.8% NaCl, 0.04% KCl, 5 mM CaCl, 0.5 mM NaH2PO4・2H2O, 0.42 mM 

Na2HPO4
 ・12H2O, 10 mM HEPES, 0.0006% phenol red and 0.035% NaHCO3）を潅流し，肝

臓を消化した．消化後の肝臓をコラゲナーゼ溶液中で切砕し，冷 PBS (-)で希釈した後，

ナイロンメッシュにてろ過した．ろ液を 4°C，50 × g，3 min 遠心し，上清を除去した．

沈殿した細胞に冷 PBS (-)を加えピペッティング， 4°C，50 × g，1 min 遠心，上清除去

の操作を 2回行った．回収した細胞を 20% FBS，100 nM dexamethasone, 10 nM insulin 含

有DMEMにて懸濁し，コラーゲン I処理された 12 well plateおよび 24 well plate（IWAKI）

にそれぞれ 2.0×105 cells/well，1.0×105 cells/well にて播種した．播種から 5時間後に培地

を 20% FBS含有 DMEM（dexamethasone/insulin不含）に置換し，さらに 17時間前培養

を行った． 

（2）形質転換 

MultiFectamを用い，pCI-neo，pCI-neo-HNF4α，pCI-neo-PGC1αを細胞に導入した．形

質転換培地中での 5 時間の培養の後，培地を 10% FBS 含有 DMEM に置換した．18 時

間の培養後，24 well plateに播種した細胞を遺伝子発現解析に，24時間の培養後，12 well 

plateに播種した細胞をタンパク質発現解析に供した．   
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（3）タンパク質抽出 

12 well plate 上で処理した細胞より，第Ⅱ章と同様の手順で whole cell extract および

nuclear extract を得た．各群 3 well 分の細胞を 1 検体として回収した． 

（4）ウエスタンブロット 

第Ⅱ章と同様の手順で SDS-PAGE を行い，下記の抗体を用いてタンパク質発現量を

解析した． 

ACMSD (sc-107373)，HNF4α(sc-8987)，PGC1α(sc-13067)，LaminB (sc-6217)，Anti-Goat IgG 

HRP conjugate (sc-2020) (Santa Cruz)，β-actin  (#4967S) (Cell Signaling)，Anti-Rabbit IgG 

HRP conjugate (W4018) (Promega)． 

（5）mRNA抽出および逆転写 

第Ⅱ章と同様の手順で total RNAの抽出および cDNAの合成を行った． 

（6）Real-time RT-qPCR 

第Ⅱ章と同様の手順で real-time PCR 法により mRNA発現量を測定した．PCRには以

下のプライマーを用いた． 

Acmsd (NM_001033041.2) forward 5’-GCCTCCCACAGTTGGATAGA-3’, reverse 5’- 

GCCTCAAACACAGACCCATT-3’; Hnf4α (NM_008261.3) forward 5’- 

GGTCAAGCTACGAGGACAGC-3’, reverse 5’-ATGTACTTGGCCCACTCGAC-3’; Pgc1α 

(BC066868.1) forward 5’-AATGCAGCGGTCTTAGCACT-3’, reverse 5’-

TTTCTGTGGGTTTGGTGTGA-3’; Pepck (NM_011044.2) forward 5’-

GTCAACACCGACCTCCCTTA-3’, reverse 5’-CCCTAGCCTGTTCTCTGTGC-3’; G6pase 

(NM_008061.4) forward 5’-AGGAAGGATGGAGGAAGGAA-3’, reverse 5’- 

TGGAACCAGATGGGAAAGAG-3’ ，  18S rRNA (X00686.1) forward 5’-

CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3’, reverse 5’-AGTCGGCATCGTTTATGGTC-3’. 
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4）統計処理 

数値はすべて平均値±標準誤差で表記した．統計学的解析には BellCurve エクセル統

計 Ver. 2.10（株式会社社会情報サービス）を用いた． 
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3. 結果 

1） STZ 誘導性糖尿病モデルマウスへのインスリン投与による影響 

（1）体重 

 

 

 

 

 

 

 

 

体重は STZ 投与により経時的に低下した．また，10 日目以降のインスリン投与によ

り，STZ投与群において体重の増加がみられたが，vehicle投与群において変化は見られ

なかった（Fig. 10）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 体重推移 
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（2）血糖値 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

血糖値は STZ 投与群において，投与 9 日目までに有意な上昇がみられた．この血糖

値上昇は，10日目以降のインスリン投与により，解剖時には有意に低下した（Fig. 11）． 

このことから，STZ投与による I型糖尿発症とインスリン補充による糖代謝の改善が

確認された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 血糖値推移 

Day 0および day 9については尾静脈血を，day 20については解剖時に心臓より

採決した血液を用い血糖値を測定した． 

異なる文字間に有意差あり（p < 0.05, Steel-Dwass multiple comparison test）． 

測定値を平均値±標準誤差で示した (n=6-9)． 
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（3）ACMSD活性 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肝臓ACMSD酵素活性は STZ投与により上昇し，インスリン投与により低下した（Fig. 

12A）．一方，腎臓における ACMSD酵素活性は，STZ 投与群において vehicle投与群と

比較し低下したものの，インスリン投与による影響はみられなかった（Fig. 12B）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12 ACMSD 活性 

A. 肝臓，B. 腎臓． 

活性値を平均値±標準誤差で示した (n=6-9)． 

異なる文字間に有意差あり（p < 0.05, Steel-Dwass multiple comparison test）． 
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（4）遺伝子発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肝臓において，Acmsd，Pepck，G6paseおよび Pgc1α発現は STZ投与により有意に上

昇したが，HNF4α 発現に変化は見られなかった（Fig. 13A）．一方，腎臓においては，

STZ 投与により Acmsd 発現が低下する傾向がみられた（Fig. 13B）． 

Fig. 13 遺伝子発現 

A. 肝臓，B. 腎臓． 

異なる文字間に有意差あり（p < 0.05, Steel-Dwass multiple comparison test）． 

各遺伝子の発現レベルを 18 S rRNA発現レベルで補正し，平均値±標準誤差で示した (n=6-9)． 
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（5）タンパク質発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肝臓における ACMSD，PGC1α のタンパク質発現は mRNA 発現と同様の挙動を示し

たが，HNF4α については，mRNA発現の結果とは一致せず，STZ (-)，インスリン(+) 群

において発現が低下した（Fig. 14）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14 肝臓および腎臓におけるタンパク質発現 
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2）レポーターアッセイ 

（1）HNF4αおよび PGC1α発現ベクター導入細胞における各タンパク質発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 HNF4αおよび PGC1α いずれのタンパク質についても，各発現ベクターの導入により

発現の上昇が確認された（Fig. 15）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15 HNF4α および PGC1αタンパク質発現 

発現ベクター導入 24 h 後における NIH3T3 細胞中の 

HNF4α および PGC1α タンパク質発現（各最右レーン）． 
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（2）ルシフェラーゼ活性測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に，マウス Acmsd 5’ 転写調節領域における HNF4αおよび PGC1αのはたらきを明

らかにすることを目的とし，レポーターアッセイを行った． 

ルシフェラーゼ活性は HNF4α の強発現により有意に上昇し，HNF4α および PGC1α

の共発現によって，より顕著な上昇を示した（Fig. 16 B）．また，この活性上昇は HNF4α

の活性化補助因子結合ドメインである AF2 への変異導入（Fig. 16 C）により阻害された

（Fig. 16 D）． 

C 

D 

Fig. 16 レポーターアッセイ 

A. レポーターベクターの構造，B. ルシフェラーゼ活性，C. マウス HNF4α タンパク質の構造，

D. HNF4α 発現ベクターへの変異導入の影響．**p < 0.01 vs. pGL3-ACMSD HNF4-RE/pCI-neo-co-

transfected cells (Steel’s multiple comparison test). ホタルルシフェラーゼ活性をウミシイタケルシフ

ェラーゼ活性により補正した値を平均値±標準誤差で示した（n=6）． 
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3） 初代肝実質細胞への HNF4α および PGC1α 発現ベクター導入 

（1）遺伝子発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HNF4α および PGC1α発現ベクターの導入により，導入された各遺伝子の発現は上昇

した（Fig. 17 B，C）．また，Acmsd，Pepckならびに G6pase発現は，HNF4αおよび PGC1α

の共発現により発現が誘導された（Fig. 17 A）．  

 

Fig. 17 遺伝子発現 

A. Hnf4α，B. Pgc1α，C. Acmsd，Pepck，G6pase 

*p < 0.05; **p < 0.01 vs. pCI-neo-transfected cells (Steel’s multiple comparison test)，

各遺伝子の発現レベルを 18 S rRNA発現レベルで補正し，平均値±標準誤差で

示した (n=6). 
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（2）タンパク質発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HNF4α および PGC1α タンパク質発現は，各発現ベクターの導入により増加し，

ACMSD発現は HNF4α および PGC1α の共発現により顕著に増加した（Fig. 18）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18 タンパク質発現 
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4. 考察 

ACMSD発現制御に係る因子として，インスリンによる負の制御をはじめ，その制御

に関与する複数の要因が知られているものの，その調節機序については未だ明らかにさ

れていない．本研究ではまず，Acmsd 転写調節機構における既知のマスターレギュレー

タである HNF4α 活性に影響を与える因子の存在を想定し，STZ 誘導性 I型糖尿病モデ

ルマウスを用いた実験を行った． 

マウスへの STZ 投与により体重の低下および血糖値の上昇がみられ，インスリン投

与開始後，体重の回復と血糖値の低下が確認された．解剖時，standard 群において血糖

値が高い傾向を示したが，これは，解剖前の測定結果が尾静脈血を用いたものであるの

に対し，解剖時の血液は心臓採血により得られたものであったことによると考えられた．

また，本実験で用いた ICR系統マウスは肥満が誘導されやすく，このことも高血糖値を

示した原因であることが予想される． 

 ACMSD 活性，タンパク質および mRNA発現は，肝臓においてのみ STZ 処理による

上昇と，インスリン投与による低下が確認された．腎臓における ACMSD 活性および

mRNA発現は，STZ 処理によってやや低下したものの，インスリン投与による影響を受

けなかった．このことから，肝臓における ACMSD発現はインスリン刺激に依存する経

路を介し制御されるが，腎臓においてはこの機構による制御を受けないことが示された．

さらに，腎臓は糖尿病発症時における主要な病変臓器であることから，腎臓の機能低下

もまた STZ 投与による ACMSD発現低下の一因となった可能性が予想される． 

 肝臓における ACMSD 発現レベルは，Acmsd 転写制御機構におけるマスターレギュ

レータである転写因子 Hnf4α mRNA発現レベルとは相関がみられず，HNF4α の活性化

補助因子である Pgc1α mRNA発現レベルに対し，強い相関が認められた． 

また，平常時における Hnf4α mRNA 発現レベルが肝臓と腎臓でほぼ同程度であった

のに対し，平常時の Pgc1α mRNA発現レベルは，腎臓において肝臓と比較しおよそ 100
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倍の高値を示した（データ不掲載）．この結果もまた，平常時の ACMSD発現レベルが

肝臓と比較し，腎臓において高値を示すことと併せ，PGC1α が ACMSD 発現制御に関

与する可能性を示唆した． 

これらの結果から，ACMSD 発現制御が HNF4α 発現レベルに依存しない機序により

制御され，この機序に PGC1α が関与する可能性が示唆された． 

さらに，HNF4α と PGC1α の協働により転写活性が亢進される Pepck および G6pase

についても，Acmsd mRNA発現レベルと同様の発現パターンを示した． 

I型糖尿病モデルマウスを用いたこれらの結果から，Acmsd 転写調節機構においても，

PGC1αが HNF4α活性化を介した機序が存在することが予想された． 

 Acmsd 5’上流転写調節領域上の Acmsd 転写活性に影響を与えることが報告される既

知の HNF4α 応答配列を含むレポーターベクターを用い，HNF4α および PGC1α 過剰発

現によるレポーター活性への影響を調べた結果，HNF4α の過剰発現によりレポーター

活性が有意に上昇し，この活性上昇は PGC1α の共発現により促進された．また，この

レポーター活性上昇は、HNF4α タンパク質上の PGC1α 結合配列（AF2）[132, 133] への

変異導入により阻害された．このことから，HNF4α を介した Acmsd 発現転写調節には

補助因子を介した HNF4α 活性化が不可欠であることが示された．さらに，初代肝実質

細胞を用いた実験においても，HNF4αおよび PGC1αの共発現により Acmsd mRNAおよ

びタンパク質発現が上昇した． 

これらの結果から，HNF4αを介した Acmsd 転写活性化の一端に PGC1α が関与するこ

とが示唆された． 

今回の研究において HNF4α と PGC1α が関与する ACMSD 発現調節機構が明らかに

なったことにより，過去に報告された ACMSD発現に影響を与える要因について，その

制御機序解明につながる以下の示唆が得られた． 

インスリンと ACMSD発現制御との関係について，PGC1αの関与を想定することで，
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インスリンシグナルの下流に存在する FOXO1 を介した PGC1α 発現抑制による機序や，

インスリンシグナル経路上のタンパク質である Akt を介した PGC1α タンパク質のリン

酸化修飾による不安定化による機序が予想される [71, 135]． 

また，SREBP-2 は ACMSD 発現を抑制する可能性が報告されるとともに，インスリ

ンによりその発現が上昇することが知られている [56, 136]．既知の Pepck 転写活性制

御機構において，HNF4α と PGC1α の結合は SREBP により阻害されることが報告され

ており，このことから，SREBP が関与する ACMSD 発現抑制においても同様の機構が

存在する可能性が予想される [137]． 

また，PGC1α により活性が調節される NR ヘテロダイマーには RXR/PPAR が含まれ

ることから[138]，PPARα による Acmsd 転写抑制に際して，PGC1α に対する競合を介し

た機構が関与することも想定される． 

 本研究の成果である PGC1α が関与する ACMSD発現調節機構は，炎症や栄養条件と

いった多様な要因と ACMSD発現を結びつける新たな機序として予想され，トリプトフ

ァン代謝が関与する疾病の発症機序解明や予防の糸口となることが期待される． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19 インスリンによる Acmsd転写調節機構 



 

 

 

 

 

 

IV. 総合考察 
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本研究では，トリプトファン代謝における鍵酵素である IDO および ACMSD に着目

し，その発現と炎症の関連や，発現制御機構に影響を与える因子およびその機序の解明

を目的とした実験を行った． 

中枢神経系におけるトリプトファン代謝変動については，神経変性疾患発症との関連

が示唆されている．IDOおよび ACMSDはいずれも，疾病との関与が予想される代謝産

物の産生量に影響を及ぼすトリプトファン代謝経路上の鍵酵素であることから，その発

現調節に影響を及ぼす因子を明らかにすることは，神経変性疾患の病因の解明，予防の

観点から意義を有する． 

 II 章では，マウスを用いた実験の結果から，FA の経口摂取により神経変性疾患の病

変部位として知られる脳各部位において Ido mRNA発現の抑制傾向がみられ，続くミク

ログリア細胞を用いた実験から，この抑制の一部はミクログリア細胞における炎症シグ

ナル経路の阻害を介した Ido mRNA発現低下を反映したものであることが示された． 

また，炎症時のミクログリア細胞における ACMSD発現変動についての報告は少ない

ものの，本研究の結果からは，炎症時の ACMSD発現低下が QUIN産生量の増加に寄与

する可能性が示唆された． 

この結果に関し，III 章で明らかになった ACMSD 発現調節機構において協働する

HNF4α および PGC1αは，炎症性のシグナルの下流で発現および活性が抑制されること

が知られている．HNF4α 発現は，肝細胞において炎症性サイトカインである IL-1β 誘導

性の炎症条件下で JNKの活性化を介し発現が抑制される [139]．また，PGC1α は TNFα

および IL-1βによりその発現が抑制されることが報告されており，これらのサイトカイ

ンはミクログリア細胞において，LPS によっても誘導されることが知られる [140, 141]．  

また，翻訳後修飾による活性調節としては， HNF4α において Erk や p38 MAPK，

AMPK によるリン酸化修飾を介した不活化が知られる [142-144]．他方の PGC1α にお

いては， AMPKや p38 MAPK，PKAによるリン酸化修飾や，SIRT1 による脱アセチル
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化を介した活性化のほか [145-148]，AKTによるリン酸化修飾や GCN5 によるアセチル

化修飾による不活化が報告されている [47, 149, 150]． 

このことから，II 章で得られた LPS による Acmsd 発現抑制もまた，HNF4α および

PGC1αの発現低下または修飾を介した機序を介したものである可能性が示唆された． 

実際に，LPSによる炎症誘導時，ミクログリア細胞において Aktのリン酸化が促進さ

れることが報告されており[135]，Akt によるリン酸化修飾を介した PGC1α の分解が，

炎症時のミクログリア細胞における Acmsd 発現低下の要因の１つとしてはたらく機序

が予想される． 

また，CYP7A1 の転写調節機構においては，JNKの下流に位置する c-Junが PGC1αの

HNF4α への結合を阻害することが報告されている [151]．これらの報告は，PGC1αが炎

症シグナル経路と ACMSD 発現調節を仲介する因子として機能しうることを示唆して

いる．このことから，本研究で確認された食品成分による炎症シグナル経路の阻害が

ACMSD発現抑制の阻害に対しても有効であることが予想される． 

食品成分の疾病に対する作用は，薬剤と比較し顕著なものではないが，日々の摂取に

より発症前の予防が可能であるという点で有用であると考えられる．特に，神経変性疾

患の多くでは，発症に先駆け，ミクログリア細胞の活性化が起こるとの報告がなされて

おり，発症前の食生活を介した炎症抑制の疾病予防に対する有効性が予想されている．  

本論文で示したように，トリプトファン代謝産物は多様な機構を介し疾病の成因に関

与することが報告されており，本研究において着目したトリプトファン代謝経路におけ

る 2 つの鍵酵素 IDO および ACMSDは，トリプトファン代謝の調節を介し疾病の発症

に関与する． 

 本研究の結果から，IDO，ACMSD のいずれについても，その発現制御機構と栄養と

の間に関連が見出された．本研究で取り扱った FAについては，ミクログリア細胞にお

いて炎症時のトリプトファン代謝正常化に寄与したことから，神経変性疾患の予防機能



51 

 

を有する食品成分として，今後の活用が望まれる．また，Acmsd 転写調節機構への

PGC1αの関与が示されたことは，栄養条件をはじめ，これまで作用点が不明であった多

様な要因による ACMSD 発現調節機構の解明や，未だ不明な点も多い ACMSD のはた

らきを明らかにする端緒となることが予想される． 

本研究の成果が，食生活によるトリプトファン代謝鍵酵素の適切な発現制御を介し生

体の恒常性維持や疾病予防に寄与する糸口となることを期待したい． 
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