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研究成果の概要（和文）：血漿ホモシステイン（Hcy）濃度は動脈硬化の独立した危険因子とし

て知られている。本研究は、Hcy 代謝に及ぼすいくつかの食餌因子（タンパク質、メチオニン、

コリン、葉酸など）をとりあげ、ラットを実験動物として用い、それらの作用機構を明らかに

しようとしたものである。本研究で、Hcy 代謝はいくつかの食餌因子により固有の様式で大き

く影響を受ける仕組みが明確にされた。 
 
研究成果の概要（英文）：Plasma homocysteine (Hcy) is an independent risk factor for 
cardiovascular disease. This study was conducted to clarify the mechanism by which 
several dietary factors, such as protein, methionine, choline, folate, affect Hcy metabolism 
using rats as experimental animals. The results of the present study clearly showed that 
Hcy metabolism was largely influenced by several dietary factors through different 
mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景 
 ホモシステイン（Hcy）はメチオニン（Met）
代謝の中間体であるが、近年、疫学的および
実験的な調査結果から血漿 Hcy濃度の上昇は
独立した動脈硬化の危険因子として広く認
識されるようになった。Hcy はシステイン
(Cys)など他の SH 化合物とは異なり、動脈壁
細胞に対して直接・間接的に働き掛けて動脈
硬化を促進することが実験的に示されてお

り、動脈硬化に関してはよく知られた血漿コ
レステロール濃度よりも関心が集まりつつ
ある。ヒトの血漿 Hcy 濃度は通常 5〜15μM の
範囲内にあり、5μM の上昇は動脈硬化の危険
率を 60〜80%高めると推定されている。 
 これまでに種々の疾病やホルモン、ビタミ
ン欠乏などと血漿 Hcy濃度との関係について
多くの研究がなされているが、血漿 Hcy 濃度
を低値に維持するための栄養・食餌条件につ
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いては十分には明らかにされていない。これ
らは栄養学上の重要な検討課題であると考
えられる。 
 
２．研究の目的 

私達は「タンパク質・アミノ酸の代謝と栄
養」を大きな研究テーマとして研究を行って
おり、その研究の一環として、「Hcy 代謝の栄
養・食餌条件による制御」に取り組んでいる。
私達のこれまでの研究による知見を要約す
ると、①Hcy 代謝研究に有用なラットを用い
た実験的高 Hcy血症モデルをいくつか確立し
た、②高 Hcy 血症は食餌へのある種のアミノ
酸 (Gly, Ser, Cys)、コリン、エリタデニン
などの添加や食餌タンパク質レベルの上昇
で改善しうること、③高タンパク質食投与は
Hcy の前駆体である Met の摂取を増加させる
にも拘わらず血漿 Hcy濃度をむしろ低下させ
ること、④小麦グルテンなどのタンパク質は
血漿 Hcy 濃度を低下させること、⑤Hcy 代謝
酵素の１つであるシスタチオニン合成酵素 
(CBS) 活性は食餌タンパク質を増加させる
と上昇するが、食餌に Met を添加しても上昇
しないことなどである。 
 しかし、Hcy 代謝に関してはまだ明らかに
すべき重要な点が残されている。例えば、③
は Metの生理作用という点で興味深いパラド
ックスであるが、その機構の詳細については
未だ不明な点が多い。また、⑤は含硫アミノ
酸代謝に関わる酵素の性質としてはいささ
か「異常」であり、その意味するところに興
味がもたれる。そこで本研究では、Hcy 代謝
酵素の栄養・食餌条件による活性調節機構に
焦点を当てながら、Hcy 代謝酵素の活性変化
と血漿 Hcy濃度との関係を詳しく検討しよう
とした。そのために、Hcy 代謝に影響を及ぼ
すいくつかの食餌因子（タンパク質、メチオ
ニン、コリン、葉酸など）をとりあげ、これ
らの作用機構を詳しく検討しようとした。 
 
３．研究の方法 
 (1) CBS を誘導する食餌因子の同定と生理
的意義：CBS は Hcy をメチオニンサイクルか
ら離脱させシスタチオニン合成する反応を
触媒する酵素で、Met および Hcy 代謝の鍵酵
素の１つである。CBS は高タンパク質食投与
で活性が上昇するが、低タンパク質食に Met
を添加しても活性上昇が見られないことを
私達は観察している。そこで、タンパク質の
どんな因子が CBS活性の上昇をもたらすのか、
その生理的意義は何かを明らかにする。私達
は「アミノ酸を比較的多量に摂取すると窒素
代謝が亢進し、その際に生じるアンモニアを
中和するために CBS活性が上昇して下流でよ
り多くの硫酸を生成させるという意味もあ
る」との作業仮説を立てており、これも検証
する。 

 CBS の性質を明らかにすることは Hcy 代謝
の全体像を理解するために是非とも必要で
ある。私達は、CBS は食餌タンパク質含量に
応答するが食餌 Met含量にほとんど応答しな
いことを確認するとともに、これまでの予備
的な実験で、低タンパク質食にグルタミン酸
のような非必須アミノ酸を添加するだけで
も CBS活性は有意に上昇することを観察して
いる。そこで、CBS はどのような因子（アミ
ノ酸）により活性が上昇するのか、また誘導
も受けるのかを次のような実験で明らかに
しようとした。①10%カゼイン食（10C）に 30%
カゼイン類似アミノ酸混合（30CAA）、Met を
含まない 30CAA、30CAA に含まれる必須アミ
ノ酸のみ、30CAA に含まれる非必須アミノ酸
のみ、を添加してラットに２週間間摂取させ、
肝臓の CBS 活性および mRNA 量に及ぼす影響
を検討した。②食餌タンパク質に多く含まれ
るのは分岐鎖アミノ酸と酸性あるいはアミ
ド型アミノ酸である。そこで、10C にアミノ
酸群（分岐鎖アミノ酸、アミド型アミノ酸）
を比較的多量（12%）に添加してラットに２
週間自由摂取させた。解剖後、血漿 Hcy およ
び Cys 濃度、肝臓 S-アデノシルメチオニン
（SAM）、S-アデノシルホモシステイン（SAH）、
Hcy などの Met 代謝中間体濃度、肝臓の
CBS(cystathionine β−synthase), BHMT 
(betaine:homocysteine S-methyltrans 
ferase), MS(methionine synthase)活性とこ
れらの酵素の mRNA 量、さらにこれらの酵素
の基質（セリン、ベタイン、5-Methyl- 
tetrahydrofolate(5-MTHF)）濃度を測定し、
CBS活性およびmRNA量に及ぼす影響を検討し
た。また、CBS 活性が明確に上昇した群につ
いてウエスタン・ブロットにより CBS タンパ
ク質量を定量し、「酵素誘導」の確認を行っ
た。 
  これらの結果から、「CBS は Met の摂取量で
はなく全アミノ酸の摂取量の影響を受けて
変化するのではないか」との考え方を検証す
るとともに、血漿 Hcy 濃度と CBS 活性との関
係を検討した。そして、「高タンパク質食は
Met 摂取を増加させるが CBS の誘導を介して
血漿 Hcy 濃度の上昇を抑制する」との考え方
を検証した。 
(2) Hcy 代謝酵素活性および血漿 Hcy 濃度

に及ぼす Met とコリンの影響のちがい：Met
とコリンはホスファチジルコリン（PC）合成
の材料であり、両者は相補性があるとされて
いる。しかし、血漿 Hcy 濃度に対する影響は
両者で大きく異なり、また、食餌タンパク質
レベルなどの栄養・食餌条件にも左右される
ことを私達は観察し、「標準（高）タンパク
質食でのコリン欠乏は Met添加で改善できる
が、低タンパク質食でのコリン欠乏は Met 添
加では十分に改善できず、コリン欠乏による
高 Hcy 血症も抑制できない」との作業仮説を



 

 

立てた。これは低タンパク質食ではコリンが
必須であるという新しい考え方を提示する
ものである。この仮説を検証し、その機構を
解明しようとした。 

血漿 Hcy濃度に影響を及ぼす食餌因子とし
てコリンがある。私達はコリン欠乏による高
Hcy 血症モデルを初めて報告した。コリンは
ビタミンではなくビタミン様物質として認
識されているが、Met のメチル基を用いた PC
合成でコリンを供給できることが背景にあ
る。私達は予備的な検討で、低タンパク質食
からコリンを除くと Metを添加してもコリン
欠乏に起因する高 Hcy血症を改善できないこ
とを観察している。そこで、この機構を明ら
かにするために、次のような実験を行った。
①コリン添加および無添加の 10%カゼイン食
（10C）に 0.5%Met を添加あるい添加しない
食餌、また比較のためにコリン添加および無
添加の 30%カゼイン食（30C）をラットに２週
間自由摂取させ、血漿 Hcy、肝臓の中性脂肪
やベタイン濃度等の各種パラメータを測定
した。なお、10C+0.5%Met の Met 含量は 30C
と同じである。この実験で、コリンを含まな
い食餌は低タンパク質食（10C）でのみコリ
ン欠乏をもたらし、低タンパク質食でのコリ
ン欠乏は Met添加により十分に改善されない
こと、およびその原因を明確にしようとした。
②同様な実験条件で、Met の効果を Ser と組
み合わせて添加した効果を検討した。③10C
に Met 単独添加、 Met+Ser+Gly 添加、
Met+Ser+Glyに加えてBCAA+Glu+Aspを添加し
た食餌をラットに投与し、食餌タンパク質レ
ベルの高いことがコリン欠に対する抵抗性
をもたらす原因を明らかにしようとした。こ
れらの実験結果から「低タンパク質食の条件
下ではコリンは必須である」との作業仮説を
検証した。 

(3) Hcy 代謝酵素活性および血漿 Hcy 濃度
に及ぼす葉酸とコリンの相補性：葉酸欠乏に
よる高 Hcy 血症はよく知られているが、コリ
ン欠乏も高 Hcy血症をもたらすことを私達は
見出している。一方、コリン投与はベタイン
生成を促進し、ある種の高 Hcy 血症を抑制す
ることも見出している。しかし、葉酸欠乏に
よる高 Hcy血症をコリン投与が改善できるか
どうか、逆にコリン欠乏による高 Hcy 血症を
葉酸投与が改善できるかどうかは不明であ
る。そこで、この点を詳しく検討しようとし
た。 

葉酸とコリンはそれぞれ 5-MTHF とベタイ
ンの前駆体である。MTHF とベタインは Hcy の
再メチル化のメチル基供与体であることか
ら、葉酸とコリンの相補性が指摘されている
が、血漿 Hcy 濃度との関係においての研究は
ほとんど見当たらない。そこで、葉酸欠乏に
よる高 Hcy血症に及ぼすコリン投与の効果と
コリン欠乏による高 Hcy血症に及ぼす葉酸投

与の効果を検討し、葉酸とコリンは果たして
互いに補い合って欠乏による高 Hcy血症を抑
制しうるかどうかを明らかしようとした。
Ser は C1 ユニットの主な供給源なので、葉酸
+Ser の効果も検討した。私達の予備的な検討
では、葉酸欠乏による高 Hcy 血症はコリンの
多量投与でも十分に改善されない結果を得
ている。ベタインから生ずるジメチルグリシ
ン（DMG）はメチルグリシン、グリシンへと
代謝されるが、これらの反応には葉酸が関与
するので葉酸欠乏下では反応が円滑に進ま
ない可能性がある。また、DMG は BHMT が関与
する Hcyの再メチル化を阻害することが知ら
れている。これが葉酸欠乏による高 Hcy 血症
をコリン（あるいはベタイン）が十分改善で
きない原因と私達は推定しているので、これ
を検証しようとした。一方、コリン欠乏によ
る高Hcy血症を葉酸+Serの投与で改善できる
かどうかは不明であり、実験で明らかにしよ
うとした。葉酸欠乏食にはビタミン・フリー
カゼイン、葉酸を含まない AIN-93 ビタミン
混合、スルファチアゾール（抗菌剤）などを
用い、ラットを４週間飼育する。分析項目は
肝臓の Hcy 代謝に関わる３種類の酵素活性、
Met 代謝中間体濃度、酵素の基質濃度などで
ある。 
  (4) ベタイン-Hcy S-メチル転移酵素
（BHMT）とメチオニン合成酵素（MS）の活性
調節機構の解析：BHMT は Hcy の再メチル化に
関与する酵素であるが、CBS と異なり食餌タ
ンパク質および Metレベルの上昇に応答して
活性は上昇することを私達は観察している。
一方、MSも Hcy の再メチル化に関与する酵素
であるが、その挙動は BHMT と対照的で食餌
タンパク質および Metレベルの上昇に応答し
て活性は低下する。BHMT と MS の活性調節、
特に食餌 Metの影響について詳しい解析を行
い、これらの酵素の性質と Hcy 代謝における
役割を明らかにしようとした。 
 BHMT と MS は Hcy の再メチル化に関与する
酵素であるが、その活性調節は明確でない点
も多い。例えば、高 Met 食投与で BHMT 活性
は上昇するのに対し MS 活性は低下すること
が報告されているが、その機構と生理的意義
（特に血漿 Hcy 濃度との関連）は十分に理解
されていない。そこで、これらの酵素活性に
及ぼす食餌 Metレベルの影響を詳しく検討す
る。10%カゼイン食をコントロール食とし、
これに Met を 0.25, 0.5, 0.75, 1.0%添加し
た食餌をラットに２週間自由摂取させ、肝臓
の BHMT と MS の活性、mRNA、Met 代謝中間体
濃度、酵素の基質濃度、血漿 Hcy 濃度などを
測定した。 
 
 
４．研究成果 
 (1) CBS を誘導する食餌因子の同定と生理



 

 

的意義：食餌カゼイン含量を増加させると
（例えば 10%から 40%に）肝臓 CBS 活性は有
意に上昇するが、10%カゼイン食（10C）に 40%
カゼイン食（40C）と同量になるようにアミ
ノ酸混合を添加した場合にも CBS活性は有意
に上昇し、これは Met を含まないアミノ酸混
合を添加した時も同様であった。また、10C
に分岐鎖アミノ酸（Val,Leu,Ile）混合ある
いはアミド型アミノ酸（Gln,Asn）混合を添
加した場合にも CBS 活性は有意に上昇し、両
者を同時に添加した場合には高い上昇を示
した。肝臓 CBS 活性の上昇は mRNA 量の増加
を伴っており、また、酵素量の増加を伴うこ
とがウエスタン・ブロットの結果で確認され
た。一方、食餌中の Met 含量を比較的高いレ
ベルで一定にしたラット群間では血漿 Hcy濃
度は肝臓 CBS活性と有意な負の相関を示した。 
 これらの結果は、肝臓CBSはMet由来のHcy
を代謝する酵素であるにも拘らず、食餌中の
Met 含量の影響をほとんど受けず、むしろア
ミノ酸の総摂取量の影響を受けることを示
している。私達は先に、高タンパク質食は低
タンパク質食に比べて Met摂取量を増加させ
るが血漿 Hcy濃度をむしろ低下させることを
観察しているが、その現象の背後には高タン
パク質食が CBS 活性を上昇させ Hcy の代謝を
円滑にするという機構が存在することを強
く示唆している。加えて、高タンパク質は Met
代謝を円滑に進めるアミノ酸（Ser,Gly）の
摂取も高めることになり、少なくともこれら
２つの理由で高タンパク質食の効果をかな
り説明できることが分かった。 
 (2) Hcy 代謝酵素活性および血漿 Hcy 濃度
に及ぼす Met とコリンの影響のちがい：低カ
ゼイン質食（10C）からコリンを除くと PC 欠
乏による脂肪肝の生成とベタイン欠乏によ
る血漿 Hcy 濃度の上昇が見られるが、やや高
めのカゼイン質食（30C）からコリンを除い
てもそのような現象は全く見られない。コリ
ン欠の10Cに30C と同Metレベルになるよう
に 0.5%Met を添加しても血漿 Hcy 濃度の上昇
は全く抑制されなかった。このことは標準あ
るいは高カゼイン食のコリン欠に対する抵
抗性は食餌中の Met含量だけに依存している
訳ではないことを示している。興味深いこと
に、10C に 0.5%Met とともに比較的多量の Ser
（2.5%）を添加すると血漿 Hcy 濃度の上昇は
完全に抑制され、また脂肪肝も抑制された。
さらにコリン欠に対する抵抗性には他の因
子も関与する可能性を検討し、分岐鎖アミノ
酸と酸性アミノ酸を 10Cに添加することによ
り食餌アミノ酸含量を高めると血漿 Hcy濃度
はより低下することが示された。 
 これらの結果から、標準あるいは高カゼイ
ン食のコリン欠に対する抵抗性には少なく
とも３つの要因が関与することが明らかに
された。すなわち、(i)食餌 Met 含量、(ii)

食餌 Ser+Gly 含量、(iii)食餌総アミノ酸含
量、である。Met はメチル化経路での PC 合成
に必須のアミノ酸であり、Ser+Gly は Met の
円滑な代謝に必要な非必須アミノ酸である。
これらに加えて食餌タンパク質含量が高い
こと自体もアミノ酸の摂取量を高めて CBS活
性を高値に維持するのに役立ち、これも無視
できない要因であることが明らかにされた。 
 (3) Hcy 代謝酵素活性および血漿 Hcy 濃度
に及ぼす葉酸とコリンの相補性：葉酸欠乏食
をラットに投与すると血漿 Hcy濃度は有意に
上昇するが、葉酸欠乏食にベタインを 1%添加
すると血漿 Hcy濃度の上昇は有意に抑制され
るものの、その抑制は部分的であった。ベタ
イン（コリンも同様）投与は肝臓ベタイン濃
度を上昇させ、BHMT 反応を亢進させて血漿
Hcy 濃度の低下をもたらすものと考えられる。
しかし、葉酸欠乏という条件下では 1%という
かなり高レベルのベタイン投与でもその効
果は十分ではないことが分かった。肝臓の
DMG 濃度は葉酸欠乏食投与で顕著に上昇した。
従って、酸欠乏による DMG 濃度の上昇が BHMT
反応を抑制し（DMG は BHMT の阻害剤）、ベタ
インの効果を低下させるという図式が明確
にされた。また、標準カゼイン食である 20C
からコリンを除いても高 Hcy血症は全く見ら
れないが、葉酸欠の 20C からコリンを除くと
顕著な高 Hcy 血症が見られた。これは葉酸欠
とコリン欠を組み合わせると相乗的に血漿
Hcy 濃度を上昇させることを示している。 
 一方、コリン欠の 10C は高 Hcy 血症をもた
らすが、コリン欠の 10C に葉酸を比較的高レ
ベル（20 mg/kg diet）添加すると血漿 Hcy
濃度の上昇は有意に抑制されるものの、抑制
の程度はごく部分的であった。この原因とし
て、葉酸の比較的多量投与によって肝臓 MS
活性や 5-MTHF 濃度は上昇するものの、BHMT
反応による Hcy 代謝の capacity は MS 反応に
よる Hcy 代謝の capacity に比べてもともと
大きく（酵素活性で比較すると前者は後者の
４〜５倍）、BHMT 反応の低下をカバーできな
いことが考えられた。 
 Hcyの再メチル化反応にはBHMT-Betaine系
と MS-5MTHF 系の２つがあるが、本研究結果
は、１つの系が障害された場合に他の系を亢
進させるような処置では十分にカバーでき
ないことを明確に示すものである。すなわち、
Hcy の正常な代謝には２つの再メチル化反応
が必須であることが実験的に確認された。 
 (4) ベタイン-Hcy S-メチル転移酵素
（BHMT）とメチオニン合成酵素（MS）の活性
調節機構の解析：肝臓 BHMT 活性は食餌（例
えば 10C）に Met を段階的に添加すると用量
依存的に上昇し、血漿 Hcy 濃度も用量依存的
に上昇した。一方、肝臓 MS 活性は Met 添加
で低下した。BHMT 活性は食餌 Met 含量に敏感
に反応して変化するが、Met 添加により肝臓



 

 

のベタインと Ser濃度はともに低下するので、
この場合は血漿 Hcy濃度の上昇を十分に抑制
し得ないものと考えられる。また、10C に Cys
を段階的に添加すると肝臓 BHMT 活性は用量
依存的に上昇し、血漿 Hcy 濃度は逆に用量依
存的に低下した。Cys 投与は血漿 Hcy 濃度を
低下させるアミノ酸であり、いくつかの作用
機構が考えられているが BHMT 活性の上昇も
その一つと思われる。一方、食餌へのコリン
の添加も用量依存的に BHMT 活性の上昇と血
漿 Hcy 濃度の低下をもたらした。このように
BHMT 活性は含硫アミノ酸（Met と Cys）と基
質の前駆体であるコリンにより誘導される
が（mRNA 量の増加を伴う）、Met の場合に見
られるように血漿 Hcy濃度との対応関係は必
ずしも密接ではないようだ。含硫アミノ酸が
なぜ BHMT を誘導させるのかについて、種々
のパラメータと BHMT 活性との相関を調べた
ところ、肝臓 Cys 濃度と BHMT 活性との間に
比較的高い相関が見られた。 
 Hcy 代謝に関与する３つの酵素（BHMT,MS, 
CBS）の食餌含硫アミノ酸に対する挙動は３
者３様である。BHMT は他の２つの酵素と異な
り食餌 Met 含量の増加で誘導されるが、その
ことの意味はなお解明すべき検討課題であ
る。 
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