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研究協力者 福渡 努 滋賀県立大学 助手 
 

研究概要 
 我々は，内分泌攪乱物質候補に挙げられているフタル酸エステルの中で最も生産量の多いフ

タル酸ジ（エチルヘキシル）(DEHP)がラットのトリプトファン−ニコチンアミド代謝を攪乱す
る事を明らかにした．そこで，今回は DEHPの及ぼす影響の普遍性を検証するために，我々は
マウスのトリプトファン−ニコチンアミド代謝に及ぼす影響を調べた．20%カゼイン食にDEHP
を添加した飼料で 21日間飼育した．結果，体重増加量，肝臓重量は添加した DEHP用量依存
的に増加した．尿中のトリプトファン代謝産物量の分析より，アミノカルボキシムコン酸−セ
ミアルデヒドデカルボキシラーゼ (ACMSD) の活性が阻害され，アミノカルボキシムコン酸
セミアルデヒドからキノリン酸が大量に生成し，Trp-ナイアシン転換率が上昇することが推察
された．これはラット同様の結果であり，DEHP によるトリプトファン-ニコチンアミド代謝
攪乱は普遍性を高めたと言えるだろう．

 
A. 目的 
 フタル酸エステルは内分泌攪乱物質候補

に挙げられており，食料品の包装材，医療器

具，壁紙，そしておもちゃと，我々の生活の

至るところでプラスチックの可塑剤として

広く使用されている．フタル酸エステルの安

全性についての研究は半世紀以上にわたり

研究されてきたが，1970年代からはフタル酸
エステルは動物実験で，肝腫瘍を引き起こす，

生殖毒性（流産，奇形児，生殖能力低下，異

常な精子数，精巣の損傷など）を示すなどと

いう報告がされてきており，ヒトへの影響が

懸念されている．その中でも最も生産量の多

いフタル酸ジ(エチルヘキシル)(DEHP)の無
毒性量(NOAEL)に関しては，精巣の病理組織
学的変化を指標とすると 3.7mg/kg/day，発生
に関する明確な有毒影響（胚致死，胎児の形

質異常など）を指標にすると 14mg/kg/dayに
なるという報告がある．我々はこの DEHPを
ラットに摂取させることによってトリプト

ファン−ニコチンアミド転換経路(図 1)が攪
乱させることを明らかにしてきた．これは，

アミノカルボキシムコン酸セミアルデヒド

からキノリン酸が大量に生成し，トリプトフ

ァン−ニコチンアミド転換率が上昇するとい
う代謝攪乱である． 
マウスはラットと多少異なる代謝をする

ことが解っている．本研究では，研究媒体を

このマウスに移行した場合に同様の代謝攪

乱が起こるかどうかを検証し，この代謝攪乱

の普遍性を高めることを目的とした． 
 

B. 実験方法 
1. 試薬 
 飼料に使用したカゼイン，L-メチオニン，
ショ糖は和光純薬工業（株）より購入した．

ミネラル混合（AIN93 配合），ビタミン混合
（AIN93 配合），セルロースパウダーはオリ
エンタル酵母工業（株）より購入した． 
 尿中代謝産物の定量用標準品として使用

したアンスラニル酸，キヌレン酸，キサンツ

レン酸，3-ヒドロキシアンスラニル酸，N1-
メチルニコチンアミド（MNA）は東京化成
工業（株）より，キノリン酸，ニコチンアミ

ド，フタル酸ジ（エチルヘキシル）は和光純

薬工業（株）より購入した．N1-メチル-2-ピ
リドン-5-カルボキサミド（2-Py），N1-メチル
-4-ピリドン-3-カルボキサミド（4-Py）は合成
し用いた． 
2. 動物の飼育方法 
 本実験は滋賀県立大学動物実験委員会で

承認を受けた． 
 飼育室の温度は 22℃前後に，湿度は 60%
前後に調節した．明暗サイクルは，午前 6時
～午後 6時を明，午後 6時～午前 6時までを
暗とした． 
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2.1 実験 
 6 週齢の ICR 系雄マウス 20 匹を日本クレ
ア（株）より購入し，平均体重がほぼ等しく

なるよう 4匹ずつ 5群に分け，マウス用代謝
ケージに入れた．飼料は表 1に示す 20%カゼ
イン食をコントロール食とした．テスト群と

してDEHPをコントロール群に 0.1%，0.5%，
1%，2%添加した飼料を与え，21日間飼育し
た．飼料と水は自由摂取とし，1日おきの午
前 9～10時に新しいものと交換した．2日お
きに体重を測定した． 
 実験最終日の 1 日尿（午前 10 時～翌日午
前 10時：24時間）を集めた．尿は分析する
まで塩酸酸性下，−20℃で保存した． 
 実験最終日の採尿後にマウスを断頭屠殺

し，血液を採取し，肝臓を摘出した．肝臓重

量を測定し，尿はトリプトファン−ニコチン
アミド転換経路代謝産物量の測定に使用し

た． 
3. 分析方法 
3.1 トリプトファン−ニコチンアミド 
  代謝産物の測定方法 
 尿を 0.45µm のミクロフィルターでろ過し，
これに含まれるアンスラニル酸，キヌレン酸，

キサンツレン酸，3-ヒドロキシアンスラニル
酸およびキノリン酸を各々HPLC法で直接測
定した． 
 尿中のMNAの定量は，強アルカリ性下で
アセトフェノンと縮合させることにより蛍

光物質に変換し，これを HPLCにて測定した． 
 尿中のニコチンアミド，2-Py および 4-Py
の定量には，尿に炭酸カリウムを飽和量加え

た後，ジエチルエーテルで抽出し，乾固させ

た抽出液を水に溶解したものを HPLC にて
測定した． 
 
C. 結果 
1.1 体重への影響 
 体重の経日変化のグラフを図 2 に示した．
マウスの体重増加に対して DEHP は 0.5%添
加群まで影響を及ぼさなかったが，1.0%添加
群では若干，2.0%添加群では明らかに体重増
加が抑制された．体重増加量をラットと比較

してみると(図 3)，マウスもラットも同様，
1.0％DEHP添加群から抑制がみられた． 
1.2 肝臓重量におよぼす影響 
 図 4に示す．マウスの体重 10g当たりの肝
臓重量は 0.5%添加群から DEHP 添加量に依
存して有意に増加した．ラットでも体重 100g
当たりの肝臓重量は 0.05%添加群から DEHP
添加量に依存して有意に増加した．これは

DEHPの投与により肝肥大が起こったためと
思われる． 
1.3 トリプトファン−ニコチンアミド代謝へ
の影響 
 テスト群の飼料摂取量は対照群およびコ

ントロール群より少なく，尿中代謝産物量の

値は飼料摂取量の影響を受けるため，値は 1 
g飼料摂取量当たりで示すのが常法であるが，
今回代謝ケージの問題などからマウスの飼

料摂取量を正確に測定することができなか

った．よって，本実験では，尿中に毎日ほぼ

一定量存在すると言われているクレアチニ

ンの尿中排泄量を測定し補正したデータを

用いた．なお，本実験で使用した飼料はニコ

チンアミドを含まないため，ニコチンアミド

およびそれ以降の代謝産物もすべて摂取し

たトリプトファンに由来する． 
 アンスラニル酸～3−ヒドロキシアンスラ
ニル酸の尿中代謝産物量はどの群において

も DEHP の摂取による影響を受けなかった．
しかし，図 5に示すキヌレン酸の尿中代謝産
物量においては，マウスでもラット同様に，

添加した DEHP 濃度依存的に有意に増加し
た． 
 ニコチンアミド異化代謝経路上における

結果は，マウスにおいて，主要経路であるニ

コチンアミド N−オキシド尿中代謝産物量が，
ラットにおいては 4-Py を除く代謝産物にお
いて，添加した DEHP濃度依存的に増加する
傾向がみられた． 
 図6に示す尿中ニコチンアミド異化代謝産
物総量は，マウスにおいてもラット同様に，

添加した DEHP濃度依存的に増加した． 
 
D. 考察 
 ACMSDase ( E C 4 . 1 . 1 . 4 5 )は トリプト
ファン-ニコチンアミド転換率の調節酵素で

ある．トリプトファン-ニコチンアミド転換
経路に流入したトリプトファンの約 90％が
ACMS からアセチル CoA となる経路へ流入
するが，この酵素の活性が高いとトリプトフ

ァンにおいては ACMSからアセチル CoAと
なる経路へ代謝される割合がさらに増加す

る．逆に ACMSDase 活性が低いとニコチン
アミドへ代謝される割合が増加し，トリプト

ファン-ニコチンアミド転換率が上昇する．
よって，キヌレン酸以降の代謝産物量が増加

した場合は，ACMSDase活性は低下している
と考えられる． 
 今回のアンスラニル酸～3−ヒドロキシア
ンスラニル酸までの尿中代謝産物量のグラ



 261

フとキヌレン酸または総ニコチンアミド異

化代謝産物の尿中排泄量のグラフを比べて

みると，後者のグラフは明らかに前者までの

グラフではみられなかった形（添加した

DEHP濃度依存的に増加する形）となってい
る．このことから，今回の実験でキヌレン酸

または総ニコチンアミド異化代謝産物の尿

中排泄量が，添加した DEHP濃度依存的に増
加した原因は，ACMSDase活性が低下したた
めだと言える． 
 フタル酸エステルは体内に入ると膵臓リ

パーゼにより加水分解され，モノフタル酸エ

ステル(MEHP)へと代謝される．実際にこの
MEHPをマウスの肝臓に加える in vitroの実
験で ACMSDase の活性を阻害したという本
研究室の研究結果があることがこの裏付け

となると考えられる． 
Ｅ．.結論 
 ラットを用いた実験と同様の結果が得ら

れた．よってこれをもって，ラットで起きた

トリプトファン-ニコチンアミド代謝攪乱は
ラットと多少代謝の異なるマウスにおいて

も起こることが明らかとなった． 
 DEHP によるトリプトファン-ニコチンア
ミド代謝攪乱は普遍性を増した．ラットとは

多少異なる代謝系を持つ人間においても，起

こりうる可能性が増したと言えるだろう． 
Ｆ．.健康危険情報 
 特記する情報はない． 
Ｇ．.研究発表 

1. 論文発表 
Ohta, M., Kitamura, J., Fukuwatari, T., Sasaki, 
R., and Shibata, K. (2004) Effects of dietary 
di(2ethylhexyl) phthalate on the metabolism 
of tryptophan toniacin in mice. Exp. Anim. 
53(1), 57-60. 

2. 学会発表 
日本栄養食糧学会近畿支部大会で発表 
(2003年 10月 25日) 
Ｈ．.知的財産権の出願・登録 
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なし 
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図１．トリプトファン−ニコチンアミド転換経路 
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図 2. DEHP添加による体重の経日変化 
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図 3. DEHP添加による体重増加量への影響（左：マウス，右：ラット） 
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図 4. DEHP添加による肝臓重量への影響（左：マウス，右：ラット） 
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図 5. DEHP添加による尿中キノリン酸量への影響（左：マウス，右：ラット） 
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図 6. DEHP添加による尿中ニコチンアミド異化代謝産物総量への影響 

（左：マウス，右：ラット） 
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表１．飼料組成 

Control diet

(nicotinic acid-free 

20% casein diet) (%) 0.1%DEHP 0.5%DEHP 1.0%DEHP 2.0%DEHP

Vitamin-free casein 20 20 20 20 20

L-Methionine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Gelatinized cornstarch 45.9 45.9 45.9 45.9 45.9

Sucrose 22.9 22.8 22.4 21.9 20.9

Corn oil 5 5 5 5 5

Mineral mixture 5 5 5 5 5

Vitamin mixture 1 1 1 1 1

(nicotinic acid-free)

DEHP 0 0.1 0.5 1 2

Test diet (control diet+various amount of DEHP) (%)
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平成 15年度厚生労働科学研究費（効果的医療技術の確立推進臨床研究事業） 
日本人の水溶性ビタミン必要量に関する基礎的研究 

主任研究者 柴田克己 
 

Ⅴ．分担研究者・研究協力者の報告書 
 

６．内分泌撹乱物質候補ビスフェノール A，スチレンモノマーによる 
トリプトファン−ニコチンアミド転換経路の撹乱作用 
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研究要旨 
内分泌撹乱物質候補であるビスフェノールAとスチレンモノマーがトリプトファン−ニコチ
ンアミド代謝に及ぼす影響を調べた．1%ビスフェノール A含有食の投与により，トリプトフ
ァン−ニコチンアミド転換率は対照群の 1/15に低下した．尿中のトリプトファン代謝産物量の
分析より，キヌレニンから 3−ヒドロキシキヌレニンへの反応に関与するキヌレニンモノヒド
ロキシラーゼにビスフェノール A が作用することが推察された．1%スチレンモノマー含有食
の投与により，転換率は軽度ではあるが有意に低下した． 
 
A. 目的 
我々は，内分泌攪乱物質候補に挙げられて

いるフタル酸エステル類がトリプトファン−
ニコチンアミド代謝を攪乱する事を明らか

にした 1~4)．フタル酸エステルに類似した構

造を持つ内分泌撹乱物質候補としてビスフ

ェノール A とスチレンモノマーが挙げられ
る（図 1）．ビスフェノール Aは弱いフェノ
ール臭をもつ白色結晶性粉末で，ビスフェノ

ール A 型エポキシ樹脂として一般家庭の食
器，自動車部品，CD等のディスク，缶詰や
缶飲料の内側のコーティング等に幅広く使

用されている 5)．ビスフェノール Aをラット
に大量に（400 mg/kg体重/日）投与すると雌
性ホルモンの攪乱作用が起こるが 6)，雌性ホ

ルモン様作用は 17β-エストラジオールの
1/10,000以下である 7)．また，抗アンドロゲ

ン作用，甲状腺ホルモンであるチロキシンの

アンタゴニストとしての作用 9)も報告され

ている．スチレンモノマーは芳香ある無色の

液体で，ラップや発泡スチロール，カップ麺

等の容器に用いられる代表的な合成ポリス

チレン樹脂の原料である．スチレンの単分子

であるスチレンモノマーは弱いながらも生

殖毒性があるとされている 10)． 
本研究では，内分泌攪乱物質候補に挙げら

れているビスフェノール A およびスチレン
モノマーがフタル酸エステルと同様にトリ

プトファン−ニコチンアミド代謝を攪乱する
か否かを調べた．また，内分泌攪乱物質候補

としては採りあげられていないが，フタル酸

エステルの構造類似体であり，かつトリプト

ファン−ニコチンアミド代謝経路の副産物で
あるピコリン酸およびピコリンアミドにつ

いても検討した．これらは低酸素応答を誘導

することが知られており 11)，免疫応答にも

影響をおよぼす 12)．ピコリン酸クロムとし

て糖質代謝及び脂質代謝の正常化の補助剤

として有効であることも報告されている 13)． 
 

B. 実験方法 
1. 試薬 
飼料に使用したカゼイン，L-メチオニン，
ショ糖は和光純薬工業（株）より購入した．

ミネラル混合（AIN93配合），ビタミン混合
（AIN93配合），セルロースパウダーはオリ
エンタル酵母工業（株）より購入した． 
尿中代謝産物の定量用標準品として使用

したアンスラニル酸，キヌレン酸，キサンツ

レン酸，3-ヒドロキシアンスラニル酸，N1-
メチルニコチンアミド（MNA）は東京化成
工業（株）より，キノリン酸，ニコチンアミ

ド，ビスフェノール A，スチレンモノマー，
ピコリン酸，ピコリンアミドは和光純薬工業

（株）より購入した．N1-メチル-2-ピリドン
-5-カルボキサミド（2-Py），N1-メチル-4-ピ
リドン-3-カルボキサミド（4-Py）は合成した
15)．NAD+はシグマケミカル（株）より購入

した． 
2. 動物の飼育方法 
本実験は滋賀県立大学動物実験委員会で

承認を受けた． 
飼育室の温度は 22℃前後に，湿度は 60%前
後に調節した．明暗サイクルは，午前 6時～
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午後 6時を明，午後 6時～午前 6時までを暗
とした． 
2.1 第一実験 

6週齢のWistar系雄ラット 25匹を日本クレ
ア（株）より購入し，平均体重がほぼ等しく

なるよう 5匹ずつ 5群に分け，ラット用代謝
ケージに入れた．飼料は表 1に示す 20%カゼ
イン食をコントロール食とした．フタル酸エ

ステル含有食を投与した実験では 1%フタル
酸エステル含有食によってトリプトファン−
ニコチンアミド代謝が顕著に撹乱されたこ

とから 2, 5)，それぞれ 1%のピコリン酸，ピコ
リンアミド，ビスフェノール A，スチレンモ
ノマーをコントロール食に添加した飼料（表

1）を与え，21日間飼育した．飼料と水は自
由摂取とし，1 日ないし 2 日おきの午前 9～
10時に新しいものと交換した．また，その前
後に体重と飼料摂取量を測定した． 
実験最終日の 1 日尿（午前 10 時～翌日午
前 10時：24時間）を集めた．尿は分析する
まで塩酸酸性下，−20℃で保存した． 
実験最終日の採尿後にラットを断頭屠殺

し，血液を採取し，肝臓を摘出した．血液，

肝臓は NAD 含量の測定に使用した．尿はト
リプトファン−ニコチンアミド転換経路代謝
産物量の測定に使用した． 
2.2 第二実験 

6週齢のWistar系雄ラット 25匹を日本クレ
ア（株）より購入し，平均体重がほぼ等しく

なるよう 5匹ずつ 5群に分け，ラット用代謝
ケージに入れた．飼料は 20%カゼイン食をコ
ントロール食（表 1）とし，0.05%，0.1%の
ピコリン酸あるいは 0.05%，0.1%のピコリン
アミドをコントロール食に添加した飼料を

与え，21日間飼育した．飼料と水は自由摂取
とし，1日ないし 2日おきの午前 9～10時に
新しいものと交換した．また，その前後に体

重と飼料摂取量を測定した． 
実験最終日の 1 日尿（午前 10 時～翌日午
前 10時：24時間）を集めた．尿は分析する
まで塩酸酸性下，−20℃で保存した． 
3. 分析方法 
3.1 トリプトファン−ニコチンアミド代謝産
物の測定方法 
尿を 0.45 µmのミクロフィルターでろ過し，
これに含まれるアンスラニル酸 16)，キヌレン

酸 17)，キサンツレン酸 18)，3-ヒドロキシアン
スラニル酸 18)およびキノリン酸 19)を各々文

献に示した HPLC法で直接測定した． 
尿中のMNAの定量は，強アルカリ下でア
セトフェノンと縮合させることにより蛍光

物質に変換し，これを HPLCにて測定した 20)． 
尿中のニコチンアミド，2-Py および 4-Py
の定量には，尿に炭酸カリウムを飽和量加え

た後，ジエチルエーテルで抽出し，乾固させ

た抽出液を水に溶解したものを HPLC にて
測定した 15)． 
3.2 血液中の NAD（NAD+ + NADH）含量の
測定方法 
血液中の NAD の抽出は我々が開発した方
法により 21)，また NADの測定はアルコール
デヒドロゲナーゼを用いる酵素サイクリン

グ法により測定した 21)． 
C. 結果 
1. 第一実験 
1.1 体重と飼料摂取量への影響 
ピコリンアミド群では 3～4 日目に 5 匹す
べてが死亡し，ピコリン酸群では 5～6 日目
に 3匹，7～8日目に 1匹，9日目に 1匹が死
亡した． 
ビスフェノール A 群はすべてのラットに
おいて下痢が認められた．図 3に実験期間中
の体重の増加量と毎日の飼料摂取量の変動

を示した．スチレンモノマー群の体重増加量

および飼料摂取量には対照群との差異は認

められなかった．ビスフェノール A群は実験
初期において飼料摂取量が対照群の約 1/3と
少なく，かつ個体差も著しかった．飼育７日

目から飼料摂取量は一定となったが，対照群

よりも低い値であった．体重増加量も飼料摂

取量と同じく，ビスフェノール A群は低かっ
た． 
1.2 肝臓重量と血中および肝組織中 NAD 含
量におよぼす影響 
ビスフェノール A 群の肝臓重量は個体当
たりの値では対照群よりも低い値を示した

が，体重 100g 当たりに換算した重量では差
異は認められなかった（表 2）． 
ビスフェノール A 群の血中および肝中

NAD 含量はともに対照群の約 80%と低い値
を示した．スチレンモノマー群の血中および

肝中 NAD 含量については対照群との差異を
認めなかった． 
1.3 トリプトファン−ニコチンアミド代謝へ
の影響 
ビスフェノール A 群およびスチレンモノ
マー群の尿中トリプトファン−ニコチンアミ
ド代謝産物量を表 3に示した．ビスフェノー
ル A 群の飼料摂取量は対照群およびスチレ
ンモノマー群より少なく，尿中代謝産物量の

値は飼料摂取量の影響を受けるため，値は 1 
g飼料摂取量当たりで示した．なお，本実験
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で使用した飼料はニコチンアミドを含まな

いため，ニコチンアミドおよびそれ以降の代

謝産物もすべて摂取したトリプトファンに

由来する．Fig. 2にトリプトファンの代謝経
路を示した． 
アンスラニル酸とキヌレン酸の尿中排泄

量は，ビスフェノール Aおよびスチレンモノ
マーの摂取による影響を受けなかった．しか

し，ビスフェノール A群では，キサンツレン
酸および 3-ヒドロキシアンスラニル酸以降
の尿中代謝産物量は対照群の 1/2から 1/20ま
で低下した．動物個体当たりあるいは単位体

重当たりの値に換算しても，同様の傾向が認

められた． 
スチレンモノマー群においては，キノリン

酸より上流の代謝産物の尿中排泄量に差異

は認められなかったが，ニコチンアミドの代

謝産物である 4-Py の尿中排泄量は対照群の
2/3に低下した． 
1.4 トリプトファン−ニコチンアミド転換率
に及ぼす影響 
トリプトファン−ニコチンアミド転換率は，
｛ニコチンアミド＋MNA＋2-Py＋4-Py（mol）
／摂取したトリプトファン量（mol）｝×100
から求めた（表 4）．コントロール食で飼育
したラットの転換率は通常 2%程度であり，
本実験でも対照群の転換率はそれに近い

2.18±0.18% であった．これに対し，ビスフ
ェノール A 群の転換率は 0.15±0.04%と顕著
に（p<0.05）減少していた．スチレンモノマ
ー群も 1.47±0.18%と対照群よりも有意に
（p<0.05）低い値を示した． 
2. 第二実験 
体重増加量と飼料摂取量は，ピコリン酸

0.05%，0.1%群でも，ピコリンアミド 0.05%，
0.1%群のいずれにおいても対照群と比して
差異は認められなかった（図 4）．肝重量に
差はみられなかった．   
トリプトファン−ニコチンアミド代謝産物
については，ピコリン酸およびピコリンアミ

ドの摂取による影響は認められなかった． 
D．考察 
本実験では，内分泌撹乱物質候補であるビ

スフェノール A およびスチレンモノマーが
トリプトファン−ニコチンアミド代謝におよ
ぼす影響について検討した．ビスフェノール

A摂取により，ナイアシン栄養状態の指標と
なる血中および肝中の NAD含量 19)が低下し

た．ビスフェノール A群のトリプトファン−
ニコチンアミド転換率が対照群の 1/10 以下
に低下したことから，ビスフェノール Aはト

リプトファンからのニコチンアミド供給を

阻害し，ナイアシン栄養を悪化させることが

示された．実験初期はビスフェノール A群の
飼料摂取量が少なく，体重が増加しなかった

が，それ以降は対照群よりもやや少ないもの

の飼料摂取量が増加し，それに伴って体重も

増加した．ビスフェノール A群と同程度の飼
料摂取量および体重増加量を示す 10%カゼ
イン食摂取の場合でも，トリプトファン−ニ
コチンアミド転換率は 1.5%であったことか
ら 2)，ビスフェノール A摂取によるトリプト
ファン−ニコチンアミド転換率の著しい低下
は栄養状態の悪化によるものとは考えにく

い．一方，スチレンモノマーについては，ト

リプトファン−ニコチンアミド転換率が対照
群の 2/3に低下した．しかし，血中および肝
の NAD 含量には影響が認められなかったこ
とから，この程度の転換率でも生体の維持・

成長に必要不可欠な量のニコチンアミドを

トリプトファンから生合成できたと考えら

れる． 
我々は，フタル酸エステルであるフタル酸

ジブチルおよびフタル酸ジ（2-エチルヘキシ
ル）がトリプトファン−ニコチンアミド転換
率を増加させることを見出した 1~4)．1%フタ
ル酸ジ（2-エチルヘキシル）含有食群では，
トリプトファン−ニコチンアミド転換率は対
照群の約 10 倍に増加し，ニコチンアミドの
過剰に伴う有害作用を引き起こす可能性を

示した 3)．3-ヒドロキシアンスラニル酸より
上流の代謝産物の尿中排泄量はフタル酸エ

ステル類の影響を受けなかったが，キノリン

酸より下流の代謝産物の尿中排泄量がフタ

ル酸エステル類濃度依存的に増加したこと

から，フタル酸エステル類がアミノカルボキ

シムコン酸セミアルデヒドデカルボキシラ

ーゼ（ACMSD, EC4.1.1.45）活性を阻害的し，
非酵素的反応が進んでキノリン酸の産生が

増加することが示唆された 3, 4)．本実験にお

いて，ビスフェノール Aおよびスチレンモノ
マーの摂取によるキノリン酸の尿中排泄量

の増加は認められなかった．本実験ではこれ

らの化合物が ACMSD 活性におよぼす影響
について調べていないが，フタル酸エステル

と構造が類似しているもののフタル酸エス

テル類とは異なり，ACMSDには大きな影響
をおよぼさないことを示唆している． 
ビスフェノール Aの摂取により，アンスラ
ニル酸およびキヌレン酸の尿中排泄量は影

響を受けなかったが，3-ヒドロキシキヌレニ
ンの代謝産物であるキサンツレン酸の尿中
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排泄量が対照群の 1/2 に低下し，3-ヒドロキ
シアンスラニル酸より下流の代謝産物の尿

中排泄量は対照群よりも低値を示した．本実

験では 3-ヒドロキシキヌレニンの尿中排泄
量を測定していないが，これらの結果はキヌ

レニンから 3-ヒドロキシキヌレニンを生成
する反応がビスフェノール A によって阻害
されていることを示唆する．この反応は FAD
酵素であるキヌレニン 3-モノヒドロキシラ
ーゼによって触媒され，補酵素として

NADPHを要求する． 
本実験では飼育最終日におけるビスフェ

ノール A 摂取量は約 800 mg/kg 体重/日であ
り，実験対象のラットは雌性ホルモンかく乱

作用を起こしうる 6)ほど大量のビスフェノー

ル Aを摂取したことになる．3-ヒドロキシア
ンスラニル酸の生成は女性ホルモンの影響

を受けやすく，女性の 3-ヒドロキシアンスラ
ニル酸の尿中排泄量は，成熟期を1とすると，
女性ホルモン濃度の低い初潮の始まる前で

は 10倍以上，閉経後では 3倍となる 22)．エ

ストロン投与によりトリプトファン−ニコチ
ンアミド転換率は低下する 23)．本実験で得ら

れた結果からはビスフェノール A がトリプ
トファン−ニコチンアミド転換経路を阻害す
る機構を明らかにすることはできなかった

が，ビスフェノール Aの大量摂取による雌性
ホルモン様作用がトリプトファン−ニコチン
アミド代謝に影響をおよぼした可能性が考

えられる．また，ビスフェノール Aには抗ア
ンドロゲン作用 8)，チロキシン受容体アンタ

ゴニストとしての抗チロキシン作用がある 9)．

チロキシンは ACMSD 活性を阻害してトリ
プトファン−ニコチンアミド転換率を増大さ
せる 24)．このように様々なホルモンがトリプ

トファン−ニコチンアミド代謝に影響するこ
とから，ビスフェノール A摂取による内分泌
撹乱作用が何らかの影響をおよぼした可能

性も考えられる． 
ピコリン酸あるいはピコリンアミド 1%含
有食により，数日胃内にすべてのラットが死

亡した．0.05%，0.1%のピコリン酸あるいは
ピコリンアミドを含む飼料をラットに与え

たところ，ラットの飼料摂取量，体重増加量，

外見などには何ら影響しなかった．また，ト

リプトファン−ニコチンアミド代謝にも影響
しなかった．例えばピコリン酸はカルボキシ

ル基を持つピリジン環であり，フタル酸エス

テル類は脂肪酸エステルを有するベンゼン

環であるように，ピコリン酸とピコリンアミ

ドはフタル酸エステル類に類似した構造を

持つが，フタル酸エステル類と同様のトリプ

トファン−ニコチンアミド代謝撹乱作用を示
さなかった．この作用はフタル酸エステル類

に特異的なものであることから，ACMSD活
性の阻害には側鎖の構造あるいは環の構造

が重要であると考えられる．ピコリン酸には

マクロファージが関わる炎症反応の調節 10)，

亜鉛の代謝 25)との関連など生体内での重要

な役割が示唆されている．しかし，内分泌撹

乱に関する報告はないことから，内分泌系の

撹乱を介して間接的にトリプトファン−ニコ
チンアミド代謝に影響する作用は持たない

と予想される． 
F．健康危機情報 
 特記する情報はない． 
G．研究発表 
1,論文発表 
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図 1. フタル酸エステル，ビスフェノール A，スチレンモノマー，ピコリン酸，ピコリンアミ
ドの化学構造 
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図 2. トリプトファン−ニコチンアミド転換経路の概要 
(1) tryptophan dioxygenase, (2) formydase, (3) kynurenine 3-hydroxylase, (4) kynureninase, (5) 
kynurenine aminotransferase, (6) 3-hydroxyanthranilic acid oxygenase, 
(7)2-Amino-3-carboxymuconate-6-semialdehyde decaraboxylasae, (8) non-enzymatic reaction, (9) 
quinolinate phosphoribosyltransferase, (10) nicotinic acid (nicotinamide) mononucleotide 
adenylyltransferase, (11) NAD+ synthetase, (12) NAD+ kinase, (13) nicotinamide 
phosphoribosyltransferase, (14) NAD+ degrading enzyme, (15) nicotinamide methyltransferase, (16) 
2-Py-forming MNA oxidase, (17) 4-Py-forming MNA oxidase. 
 

 
図 3.ビスフェノール Aおよびスチレンモノマーが体重増加量 (A) および飼料摂取量 (B) へお
よぼす影響 
○ , コントロール群; ▲, スチレンモノマー群; ●,ビスフェノール A群 
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図 4.ピコリン酸およびピコリンアミドが体重増加量 (A) および飼料摂取量 (B) へおよぼす影
響 
○，コントロール群; ◇，0.05% ピコリン酸; �，0.1% ピコリン酸,▽，0.05% ピコリンアミド; □，
0.1% ピコリンアミド 
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表 1. 飼料摂取量 

 
Control 

(%) 
Picolinic acid

(%) 
Picolinamide

(%) 
Bisphenol A

(%) 
Styrene monomer

(%) 
Vitamin-free casein 20 20 20 20 20 
L-Methionine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
Gelatinized-cornstarch 45.9 44.9 44.9 44.9 44.9 
Sucrose 22.9 22.9 22.9 22.9 22.9 
Corn oil 5 5 5 5 5 
Mineral mixture*1 5 5 5 5 5 
Vitamin mixture*1 
(NiA-free) 1 1 1 1 1 
Addition compound   1 1 1 1 
*1AIN 93 was used (Reeves, P. G., Components of the AIN-93 diets as improvements in the AIN- 
76A diet. J. Nutr., 127, 838S-841S (1997)). 
 
 
 
表 2. ビスフェノール Aおよびスチレンモノマーが肝臓重量，肝臓・血中 NAD
含量へおよぼす影響 
 Control Bisphenol A Styrene monomer 

Final body weight (g) 279.6 ± 5.6a 213.5 ± 5.9b 278.1 ± 5.6a 

Liver weight (g/rat) 12.21 ± 0.26 a 9.96 ± 0.64 b 13.17 ± 0.49 a 

Liver weight 
(g/100 g of body weight) 

4.37 ± 0.03 4.65 ± 0.18 4.73 ± 0.09 

Blood NAD 
(nmol/ml of whole blood) 

82.8 ± 1.0 a 66.3 ± 2.5 b 87.1 ± 3.1 a 

Liver NAD 
(nmol/g wet weight) 

657 ± 24 a 514 ± 11 b 572 ± 37 ab 

Male rats of the Wistar strain (6 weeks old) were obtained and immediately placed in 
individual metabolic cages (CT-10; Clea Japan). They were fed ad libitum (Table 1) for 
21 days, then killed, and examined. 
Values are means ± SEM for five rats; each superscript letter indicates a significant 
difference at p<0.05, calculated by Tukey’s multiple comparison test. 
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表 3. ビスフェノール Aおよびスチレンモノマーがトリプトファン−ニコチンアミド代謝へお
よぼす影響 
 

Values are expressed as nmol/g of diet and mean ± SEM for five rats; each superscript letter in the same 
column indicates a significant difference at p<0.05, calculated by Tukey’s multiple comparison test. 
AnA, anthranilic acid; KA, kynurenic acid; XA, xanthurenic acid; 3-HA, 3-hydroxyanthranilic acid; QA, 
quinolinic acid; Nam, nicotinamide; MNA, N1-methylnicotinamide; 2-py, 
N1-methyl-2-pyridone-5-carboxamide; 4-Py, N1-methyl-4-pyridone-3-carboxamide. 
 
 
 
 
表 4. ビスフェノール Aおよびスチレンモノマーがトリプトファン−ニコチンアミド転換率へ
およぼす影響 
 

 Control Bisphenol A Styrene monomer

SUM (Nam + MNA + 2-Py + 4-Py) 
(nmol/g of diet) 

243.2 ± 20.9 a 17.2 ± 4.3 b 163.8 ± 19.7 c 

Conversion ratio of 
tryptophan-nicotinamide (%) 

2.18 ± 0.19 a 0.15 ± 0.04 b 1.47 ± 0.18 c 

Male rats of the Wistar strain (6 weeks old) were obtained and immediately placed in individual 
metabolic cages (CT-10; Clea Japan). They were fed ad libitum (Table 1) for 21 days. 
The 24-hour urine samples were collected on the last day of the experiment and measured.  
Values are means ± SEM for five rats; each superscript letter indicates a significant difference at 
p<0.05, calculated by Tukey’s multiple comparison test. 

 

Food
intake
(g/day)

AnA
(nmol/g

diet)

KA
(nmol/g

diet)

XA
(nmol/g

diet)

3-HA
(nmol/g

diet)

QA
(nmol/g

diet)

Nam
(nmol/g

diet)

MNA
(nmol/g

diet)

2-Py
(nmol/g

diet)

4-Py
(nmol/g

diet)
Control 20.6±0.5a 3.03±0.38 56.8±1.5 92.2±6.0 a 7.31±0.26 a 43.2±3.3 a 10.1±0.5 a 11.8±0.6 a 12.1±0.9 a 209±19 a

Bisphenol A 17.3±0.9 b 3.78±0.61 52.1±11.4 38.7±5.5 b 3.77±0.16 b 7.1±0.5 b 2.4±1.1 b 1.8±0.3 b 1.8±0.4 b 11±3 b

Styrene
monomer 21.3±0.6 a 3.65±0.40 61.9±4.5 96.7±7.2 a 6.55±0.24 a 36.5±7.3 a 7.2±1.1 a 9.1±1.3 a 10.2±1.6 a 137±16 c
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日本人の水溶性ビタミン必要量に関する基礎的研究 
主任研究者 柴田 克己 滋賀県立大学 教授 

 
Ⅴ．分担研究者・研究協力者の報告書 

 
７．水溶性ビタミンの許容上限摂取量の検討 −ナイアシン− 

 
研究協力者 福渡 努  滋賀県立大学 助手 

 
研究要旨 
 第六次改定日本人の栄養所要量−食事摂取基準−において，ナイアシンの許容上限摂取量
はニコチン酸の血管拡張による皮膚発赤作用に基づいて策定された．ニコチンアミドある

いはニコチン酸を継続的に大量摂取することにより過剰害が認められる．本年度において

は，ラットを用いてニコチンアミドを大量摂取したときに観察される化学的指標を検索す

ることを目的とした．ニコチンアミドの終濃度を 0，0.003，0.1，0.2，0.3%とした食餌をラ
ットに投与し，尿中のニコチンアミド異化代謝産物量を測定した．0.1%以上のニコチンア
ミド添加食によってニコチンアミド異化代謝産物であるニコチンアミド N−オキシド，ニコ
チン酸およびニコチヌル酸が検出され，ニコチンアミド N−オキシドとニコチヌル酸の尿中
排泄量は投与ニコチンアミド量に応じて増大した．これらの結果から，尿中のニコチヌル

酸およびニコチンアミド N−オキシドを測定することにより，ニコチンアミド過剰摂取の指
標として利用できる可能性が示された．将来，これらの指標をヒトに応用することにより，

ニコチンアミド過剰摂取を予防できることが期待される． 
 
 
A. 目的          
 第六次改定日本人の栄養所要量−食事摂取
基準−において，ナイアシンの許容上限摂取
量は米国，カナダに準じ，ニコチン酸の血管

拡張による皮膚発赤作用に基づいて

LOAEL50mg から策定された．しかし，本来
許容上限摂取量とは継続的に摂取した場合

の慢性的なものであるのに対して，皮膚発赤

作用はニコチン酸を服用した場合に生じる

一過性の症状であり，また身体に有害なもの

でもない． 
ニコチンアミド，ニコチン酸を継続的に大

量摂取し続けると，消化管，肝臓に障害をも

たらす．本実験は，ラットを用いてニコチン

アミドを継続的に大量摂取させたときに観

察される化学的指標を検索することを目的

とした． 
B. 研究方法 
 本実験は滋賀県立大学動物実験委員会の

承認を受けたものである． 
(1) 動物の飼育方法 
 3 週齢の Wistar 系雄ラットを日本クレア
(株)より購入後，直ちに体重が均等になるよ
うに 4匹ずつ 5群に分けた．負の対照群とし
てトリプトファン制限−ニコチンアミド欠乏
食（Negative-Control食；NC食）群，正の対

照群として NC＋0.003%ニコチンアミド食
（Control食；C食）群，試験食群として NC
＋0.1%ニコチンアミド食（0.1%Nam食）群，
NC＋0.2%ニコチンアミド食（0.2%Nam 食）
群，および NC＋0.3%ニコチンアミド食
（0.3%Nam食）群の 3群を設定した．各々の
ラットは 1匹ずつ金網ケージにて，21日間飼
育した．飼料組成は Table 1.に示した．飼料
と水は自由摂取とし，飼料は 1日ないし 2日
に一回新しいものと交換した．その際，飼料

摂取量と体重を測定した． 
 動物室の温度は 20℃前後，湿度は 60%前後，
明暗サイクルは 6時から 18時を明，18時か
ら 6時までを暗とした． 
(2) 尿中代謝産物の分析方法 
 尿中キヌレニン酸 (KA)，アンスラニル酸
(AnA)，キサンツレン酸 (XA)，3−ヒドロキシ
アンスラニル酸 (3-HA)，キノリン酸 (QA)の
測定として，各尿 200 µlを 0.45 µmフィルタ
−で濾過し，20 µlを HPLCによる分析に供し
た．KA の分析条件は，カラム：Tosoh ODS 
80Ts (φ4.6х250mm), 移動相：10mM 酢酸−酢
酸ナトリウム緩衝液 (pH4.5)−アセトニトリ
ル(100:53 v / v)，ポストカラム液：1 M酢酸亜
鉛，流速：1ml/分，カラム温度：40℃，検出
器：蛍光分光光度計，励起波長 344nm，蛍光
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波長 398nm とした．AnA の分析条件は，カ
ラム：Tosoh ODS 80Ts (φ4.6х250mm), 移動
相：1MKH2PO4 (pH3.0)−超純水−アセトニト
リル (1:12:7 v/v/v)，流速：1ml/分，カラム温
度：40℃，検出器：蛍光分光光度計，励起波
長 340nm，蛍光波長 410nmとした．XA, 3-HA
の 分 析 条 件 は ， カ ラ ム ： STR 
ODSⅡ(φ4.6х250mm), 移 動 相 ： 3mg/ml 
EDTA-2Naを1ml/l含む50mM KH2PO4 (pH3.0) 
−アセトニトリル(10:1 v/v)，流速：1ml/分，カ
ラム温度：40℃，検出器：紫外分光光度計
340nm とした．QA の分析条件は，カラム：
Unisil Q C81 (φ4.6 х250mm), 移動相：50 ml/l 
1M KH2PO4 (pH 3.8 by 0.2 M citric acid)，40 
ml/l 過酸化水素，30 ml/l 15%TMA,流速：0. 
6ml/分，カラム温度：30℃，検出器：蛍光分
光光度計，励起波長 326 nm，蛍光波長 380 nm
とした 8) 9) 10) 11)． 
 尿中ニコチンアミド，N1−メチル−2−ピリド
ン−5−カルボキサミド(2-Py)，N1−メチル−4−
ピリドン−3−カルボキサミド(4-Py)の測定と
して，各サンプル 1ml に炭酸カリウム 1.2g
を添加した後，ジエチルエ−テル 10mlを加え
てよく混合し，40℃でエーテル層を蒸発乾固
させた．この乾固物を水 0.5 mlに溶解し，0.45 
µmフィルタ−で濾過し，20 µlを HPLCによ
る分析に供した．分析条件は，カラム：

Chemcosorb 7-ODS-L(φ4.6х250mm),移動相：
10mM KH2PO4 (pH3.0)−アセトニトリル 
(100：4 v / v)，流速：1 ml/分，カラム温度：
25℃，検出器：紫外分光光度計 260 nm とし
た．内部標準であるイソニコチンアミドのピ

ーク面積から回収率を求め，ニコチンアミド，

2-Py，4-Py量を算出した 2)． 
 尿中MNA含量の測定として，尿 0.1 ml，
水0.7 ml，1Mイソニコチンアミド溶液0.2 ml，
0.1 Mアセトフェノン溶液 0.5 mlを混合した
後，6 M NaOH溶液 1mlを加えて 10分間氷冷
し，99%ギ酸 0.5 mlを加えて 15分間室温で放
置した．沸騰水浴中で 5分間放置した後，十
分に氷冷し，遠心上清を 0.45 µm フィルタ−
で濾過し，20 µl を HPLC による分析に供し
た．分析条件は，カラム：Tosoh ODS 80Ts 
(φ4.6х250mm), 移動相：1 g/l 1−ヘプタスルホ
ン酸ナトリウムおよび 1mM EDTA-2Na を含
む 20 mM KH2PO4 (pH3.0)−アセトニトリル 
(97：3 v / v), 流速：1ml/分，カラム温度：40℃，
検出器：蛍光分光光度計，励起波長 382 nm，
蛍光波長 440 nmとした 5)． 
 尿中ニコチンアミド N−オキシドの測定と
して，尿 1 mlに炭酸カリウム 1.2gを添加し

た後，クロロホルム 10ml を加えてよく混合
し，70℃でクロロホルム層を蒸発乾固させた．
この乾固物を水 0.5 mlに溶解し，0.45 µmフ
ィルタ−で濾過し，20 µlを HPLCによる分析
に供した．分析条件は，カラム：Chemcosorb 
7-ODS-L(φ4.6х250mm),移動相：0.1 g/l Sodium 
salt octanesulfonic acidを含む 10 mM KH2PO4 
(pH3.0)−メタノール (100：4 v / v)，流速：1 ml/
分，カラム温度：25℃，検出器：紫外分光光
度計 260 nmとした 7)． 
 尿中ニコチン酸，ニコチヌル酸の測定とし

て，各尿 200 µlを 0.45 µmフィルタ−で濾過
し，20 µl を HPLC による分析に供した．分
析条件は，カラム：Tosoh ODS 80Ts (φ4.6 х 250 
mm), 移動相：1.6 g/l tetra-n-butylammonium 
bromideを含む 10mM KPB (pH7.0)−アセトニ
トリル(100:9 v / v)，流速：1 ml/分，カラム温
度：25℃，検出器：紫外分光光度計 260nmと
した 6)． 
(3)血中および肝中 NAD・NADP定量方法 3) 4) 
 血液 20 µl を 100 mM ニコチンアミド
−50mM KPB(pH6.0) 40 µlに加えてよく混合
し，90℃で 1.5 分間加熱処理した後，遠心上
清を血中 NAD・NADP含量の測定に用いた．
肝臓は，まず組織を約 0.25 g 正確に秤量し，
20倍量の抽出用緩衝液を加え，ウルトラディ
スパーサーで完全に均一化した．この均一化

液 200 µlを，1000 µlの 100mMニコチンアミ
ド−50mMKPB(pH6.0)を入れたネジ付きミク
ロチュ−ブに加え，90℃で 1.5分間加熱処理し
た．遠心上清を肝臓中 NAD・NADP含量の測
定に用いた． 
 NAD含量の測定として，サンプル 10 µl，
2.5 mg/ml MTT溶液 10 µl，1 mg/ml PMS溶液
80 µl，0.1 Mニコチンアミドと 0.5Mエタノー
ルを含む 65 mMグリシルグリシン−NaOH緩
衝液(pH 7.4)150 µl，75 IU/ml ADH溶液 50 µl
をよく混和し，37℃で 20 分間加温した後，
570 nmにおける吸光度を測定した．NADP含
量の測定として，サンプル 20 µl，2.5 mg/ml 
MTT溶液 10 µl，1 mg/ml PMS溶液 80 µl，0.15 
Mニコチンアミドを含む 0.15 Mグリシルグ
リシン−NaOH緩衝液(pH 7.4)80 µl，10 mMグ
ルコース 6-リン酸溶液 60 µl，2IU/ml G6PDH
溶液 50 µlをよく混和し，37℃で 20分間加温
した後，570 nmにおける吸光度を測定した． 
C. 研究成果 
(1) 体重増加量・飼料摂取量  
 Fig. 1 に 1日当たりの飼料摂取量および飼
育開始日からの体重増加量の変化を示した． 
NC 群は体重増加量，飼料摂取量ともに最も
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低い値を示した一方，C群は最も高い伸びを
示した．0.1, 0.2, 0.3%Nam食群は C群に比べ
てわずかに低かったが，各群で差はなかった．

全飼料摂取量は NC 群で 109.0±6.0, C 群で
205.7±5.9, 0.1%Nam群で 188.3±9.2, 0.2%Nam
群 で 183.6±9.9, 0.3%Nam 群 で
176.0±9.8g/21dayであった． 
(2) 尿中 Trp-ニコチンアミド転換経路異化代 
  謝産物量 
 ニコチンアミドを過剰に添加しても，尿中

Trp-ニコチンアミド転換経路異化代謝産物
KA, AnA, XA, 3-HAには影響が現われなかっ
た（Table 2）．一方，QAはニコチンアミドの
過剰添加にともなって増加がみられた（Table 
2）． 
(3) 尿中ニコチンアミド異化代謝産物量 
 MNA, 2-Py, 4-Py はニコチンアミドの過剰
摂取に依存して増加がみられた（Table 3）．
しかし，飼料中のニコチンアミド濃度への依

存はみられなかった．ニコチン酸，ニコチヌ

ル酸，ニコチンアミド N−オキシドは C 群で
は検出限界以下であったが，ニコチンアミド

の過剰摂取群においては検出された．中でも

ニコチヌル酸，ニコチンアミド N−オキシド
は，飼料中のニコチンアミド濃度に依存して

増加がみられた．よって，これらの代謝産物

がニコチンアミド過剰摂取の指標として利

用できる可能性が考えられる． 
(4)肝中および血中 NAD・NADP含量 
 肝中 NAD含量は，0.1%Nam食群までは増
加を示したが，0.1%以上で増加はみられなか
った(Table 4)．しかし血中 NAD含量は，ニコ
チンアミド濃度に依存して増加した．このこ

とから，肝臓と血液では NAD の制御機構に
違いがあることが示された．肝中，血中の

NADP含量は，どちらも群間の違いはほとん
どなかった (Table 4.)． 
D. 考察 
 本実験は，ラットを用いてニコチンアミド

を大量摂取したときに観察される化学的指

標を検索することを目的として行った．その

結果，ニコチンアミドの過剰投与によって，

尿中総ニコチンアミド異化代謝産物量が増

加した．特に，ニコチンアミド N−オキシド，
ニコチン酸，ニコチヌル酸は，ニコチンアミ

ド過剰投与群でのみ検出され，中でもニコチ

ンアミド N−オキシドおよびニコチヌル酸の
産生は，飼料中ニコチンアミド濃度に依存し

て増加した．しかし，MNA，2-Py，4-Pyのよ
うな他のニコチンアミド異化代謝産物は，ニ

コチンアミド過剰投与群間で同様の値を示

した．0.1%Nam食群および 0.3%Nam食群に
おいて，尿中ニコチヌル酸排泄量の変動係数

は非常に高く， 0.1%Nam 食群で 66%，
0.3%Nam食群で 116%であり，このことから
ニコチン酸からニコチヌル酸への合成能力

に個体差があることがわかる．その反応には

グリシン，ATP，CoAが必要であり，二つの
酵素によって触媒される 12)．これに反して，

ニコチンアミドからニコチンアミド N−オキ
シドへの反応は一つの酵素によって触媒さ

れ，共通の基質を必要としない 13)．ゆえにそ

の反応は，ニコチンアミド摂取を除く他の要

因によってほとんど影響を受けない．ニコチ

ンアミド過剰群において，ニコチンアミド

N−オキシドの量はニコチヌル酸よりも 4 倍
高い値を示すので，ニコチンアミドの過剰摂

取の化学的指標として，尿中のニコチンアミ

ド N−オキシド排泄量の測定を提案する． 
 ニコチンアミドの生理活性化合物は NAD+, 
NADH, NADP+, NADPHである．本実験で，
肝臓・血中の NAD(NAD++ NADH)および
NADP(NADP++NADPH)に与えるニコチンア
ミド摂取の影響を調べた．過剰のニコチンア

ミドを含む飼料を摂取することにより，肝臓

中 NAD 量は，有意差はないが 1.5 倍に増加
し，さらに血中 NAD 量も増加した．フタル
酸エステル添加飼料を与えることによるTrp-
ニコチンアミド代謝の増加は，肝臓中 NAD
量を 1.5 倍に増加させる一方で血中 NAD 量
には影響を与えない 1)．このことは，血中

NAD量は，肝臓中のナイアシンプ−ルが飽和
したときに増加することを示している．それ

ゆえ，血中 NAD の測定はナイアシンの過剰
投与に対して有効かもしれない．肝臓・血中

の NADP(NADP++NADPH)量はニコチンアミ
ドを過剰に摂取しても変化はみられなかっ

た．この結果は NADP濃度は厳しく制御され
ており，NAD 濃度よりも重要であることを
意味している可能性がある． 
 まとめとして，ラットにおけるニコチンア

ミド大量投与には，尿中ニコチンアミド N−
オキシドおよびニコチヌル酸の産生が鋭敏

に反応することがわかり，これがニコチンア

ミド過剰摂取の指標として利用できる可能

性が示された．今後これらの指標をヒトに応

用することにより，ニコチンアミド過剰摂取

を予防できることが期待される． 
E． 健康危機情報 
特記する情報なし 
F．研究発表 
・Fukuwatari, T., Wada, H., Sasaki, R., and 
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Fig. 1.  Effects of Excessive Nicotinamide Supplementation to a Tryptophan-limited Diet on the Body 

Weight Gain (A) and Food Intake (B) of Weaning Rats. . 

○, tryptophan-limited and nicotinic acid-free diet (deficient diet); ●, tryptophan-limited and nicotinic 
acid-free diet + 0.003% nicotinamide (control diet); □, tryptophan-limited and nicotinic acid-free diet 
+ 0.1% nicotinamide; �, tryptophan-limited and nicotinic acid-free diet + 0.2% nicotinamide; ■, 
tryptophan-limited and nicotinic acid-free diet + 0.3% nicotinamide. Weaning male rats of the Wistar 
strain purchased from Clea Japan were individually housed in galvanized metabolic cages and fed with 
ad libitum one of the diets listed in Table 1 and water throughout the experimental period. Each point is 
the mean ± SEM for 4 rats; a different superscript letter on the last day means significant difference at 
p<0.05, as calculated by the Student-Newman-Keuels multiple-comparison test. 
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Table 1. Composition of the Diets 
 

 Tryptophan-limited, 
nicotinic acid-free diet  

(Deficient diet) 

Deficient diet + 
0.003% nicotinamide

(Control diet) 

Deficient diet + 
0.1% nicotinamide

 

Deficient diet + 
0.2% nicotinamide

 

Deficient diet +  
0.3% nicotinamide 

 
 % % % % % 

Vitamin-free milk casein 9 9 9 9 9 

Glycine 2 2 2 2 2 
L-Threonine 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 

L-Cystine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
Sucrose 77.722 77.719 77.622 77.522 77.422 
Corn oil 5 5 5 5 5 

Mineral mixture1 5 5 5 5 5 
Vitamin mixture1 

(Niacin-free) 
1 1 1 1 1 

Nicotinamide 0 0.003 0.1 0.2 0.3 
1AIN 93 was used (Reeves, P. G., Components of the AIN-93 diets as improvements in the AIN-76A diet. J. Nutr., 127, 838S-841S (1997)). 
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Table 2. Effects of Excessive Nicotinamide Administration on the Urinary Excretion on the Upper Part of the Tryptophan-Nicotinamide 
Pathway 
 

 Tryptophan-limited, 
nicotinic acid-free diet 

(Deficient diet) 

Deficient diet + 
0.003% nicotinamide

(Control diet) 

Deficient diet + 
0.1% nicotinamide

 

Deficient diet + 
0.2% nicotinamide

 

Deficient diet + 
0.3% nicotinamide 

 

Kynurenic acid 5.80 ± 0.27 6.68 ± 0.01 7.00 ± 0.58 6.50 ± 0.33 5.99 ± 0.12 

Anthranilic acid 0.49 ± 0.08 0.52 ± 0.27 0.57 ± 0.01 0.54 ± 0.12 0.52 ± 0.04 

Xanthurenic acid 11.8 ± 0.9 13.9 ± 1.3 13.6 ± 0.7 14.2 ± 1.8 12.3 ± 0.9 

3-Hydroxyanthranilic acid 1.81 ± 0.06 1.60 ± 0.11 1.57 ± 0.15 1.51 ± 0.18 1.87 ± 0.20 

Quinolinic acid 1.85 ± 0.65a 1.91 ± 0.24a 26.9 ± 2.5b 36.8 ± 2.1c 41.2 ± 2.4c 

Each value is expressed as nmol/g of the diet and the mean ± SEM for four rats; a different superscript letter means significant difference at 
p<0.05, as calculated by the Student-Newman-Keuels multiple-comparison test. 
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Table 3. Effects of Excessive Nicotinamide Administration on the Urinary Excretion of Nicotinamide Catabolites 
 

 Tryptophan-limited, 
nicotinic acid-free diet

(Deficient diet) 

Deficient diet + 
0.003% nicotinamide

(Control diet) 

Deficient diet + 
0.1% nicotinamide

 

Deficient diet + 
0.2% nicotinamide

 

Deficient diet + 
 0.3% nicotinamide 

 
Nicotinamide 2.42 ± 0.71a 10.1 ± 1.4a 690 ± 28b 1638 ± 198c 3042 ± 194d 

MNA 14.3 ± 4.7a 18.5 ± 3.5a 3053 ± 473b 4052 ± 272b,c 4813 ± 181c 
2-Py 0.89 ± 0.34a 2.09 ± 0.52a 293 ± 29b 264 ± 26b 232 ± 25b 
4-Py 1.29 ± 0.44a 22.1 ± 4.0a 216 ± 51b 220 ± 25b 196 ± 14b 

Nicotinamide N-oxide N.D. N.D. 1422 ± 257a 4128 ± 583b 7908 ± 757c 
Nicotinic acid N.D. N.D. 38.5 ± 11.6 40.7 ± 21.0 37.2 ± 5.8 

NuA N.D. N.D. 378 ± 124a 760 ± 442a,b 1901 ± 242b 
Total 19.3 ± 2.3a 52.7 ± 2.9a 6,061 ± 240b 11,088 ± 308c 17,565 ± 625d 

Total urinary 
excretion/nicotinamide 

intake (%) 

 
－ 

 
21.6 ± 1.2a 

 
74.6 ± 3.0b 

 
68.2 ± 1.9b 

 
72.0 ± 2.6b 

Each value is expressed as nmol/g of the diet and the mean ± SEM for four rats; a different superscript letter means significant difference at 
p<0.05, as calculated by the Student-Newman-Keuels multiple-comparison test. N.D. means not detected. The detection limits in the present 
study were 2, 1 and 2 nmol/g of food for nicotinamide N-oxide, nicotinic acid and NuA, respectively. 
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Table 4. Effects of Excessive Nicotinamide Administration on the Contents of NAD and NADP in the Liver and Blood 
 

 Tryptophan-limited, 
nicotinic acid-free diet

(Deficient diet) 

Deficient diet + 
0.003% nicotinamide

(Control diet) 

Deficient diet + 
0.1% nicotinamide

 

Deficient diet + 
0.2% nicotinamide

 

Deficient diet + 
0.3% nicotinamide 

 
Liver NAD 

(nmol/g) 439 ± 35a 777 ± 19b 1011 ± 66b 1018 ± 129b 996 ± 41b 

Blood NAD 
(nmol/ml) 35.3 ± 2.3a 60.0 ± 4.4b 85.1 ± 3.7c 106 ± 3c,d 122 ± 8d 

Liver NADP (nmol/g) 287 ± 31a 314 ± 19a,b 399 ± 22b,c 354 ± 21a,b,c 419 ± 23c 
Blood NADP 

(nmol/ml) 9.28 ± 0.22 9.04 ± 0.91 10.08 ± 0.34 8.89 ± 0.41 11.35 ± 0.71 

Each value is the mean ± SEM for four rats; a different superscript letter means significant difference at p<0.05, as calculated by the 
Student-Newman-Keuels multiple-comparison test. 
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Ⅴ．分担研究者・研究協力者の報告書 

 
８．水溶性ビタミンの食事摂取基準の妥当性の検討 

−ナイアシン〈高齢者〉− 
 

研究協力者 福渡 努 滋賀県立大学 助手 
 
研究要旨   
 第六次改定日本人の栄養所要量−食事摂取基準−において，高齢者のナイシシン代謝は成人と差異は
みられないと記載されている．しかしこれは，尿中のナイアシン量の調査のみから導かれた結果であ

る．そこで，高齢者の血液中の NAD・NADP含量を調べ，若年者との比較を行うことを目的とした．
昭和 2～3年生まれの高齢者を対象に，日常の食事摂取における血液を採取し，NAD・NADP含量の測
定を行った．その結果を学生の値と比較したところ，血液中のナイアシン補酵素レベルが高齢者にお

いて低い値を示すことはないことが明らかとなった．しかしながら，NAD含量については分布が広い
ことから，個人差やサプリメント摂取などによる影響も考慮する必要がある． 

 
 
 
A. 目的          
 第六次改定日本人の栄養所要量−食事摂取
基準−には，高齢者と成人でナイシシン代謝
上差異はみられなかったと記載されている

が，これは尿中の値のみの結果から導かれた

結果である．そこで，高齢者の血液中の

NAD・NADP含量を調べ，若年者との比較を
行うことを目的とした． 
B. 研究方法 
(1) 被験者 
 昭和 2年生まれの高齢者（男女）を対象に
新潟市で 6月に実施されている「新潟市高齢
者コホ−ト調査」の受診者のうち，2001 年お
よび 2003 年において血液サンプルの得られ
た人． 
(2) 分析 
 全血中の NAD (NAD++NADH) および 
NADP (NADP++NADPH) 含量の測定を行っ
た． 
 血液 20 µl を 100 mM ニコチンアミド−50 
mM KPB(pH 6.0) 40 µlに加えてよく混合し，
90℃で 15 分間加熱処理した後，遠心上清を
血中 NAD含量の測定に用いた．血中 NAD含
量の測定として，サンプル 10 µl，2.5 mg/ml 
MTT溶液 10 µl，1 mg/ml PMS溶液 80 µl，0.1 
Mニコチンアミドと 0.5 Mエタノールを含む
65 mM グリシルグリシン−NaOH 緩衝液
(pH7.4)150 µl，75 IU/ml ADH溶液 50 µlをよ
く混和し，37℃で 20分間加温した後，570 nm

における吸光度を測定した．血中 NADP含量
の測定として，サンプル 20 µl，2.5 mg/ml MTT
溶液 10 µl，1 mg/ml PMS溶液 80 µl，0.15 M
ニコチンアミドを含む 0.15 M グリシルグリ
シン−NaOH緩衝液(pH 7.4)80 µl，10 mMグル
コース 6-リン酸溶液 60 µl，2 IU/ml G6PDH溶
液 50 µlをよく混和し，37℃で 20分間加温し
た後，570 nmにおける吸光度を測定した 2) 3)． 
C. 研究成果 
 2001年における 73, 74歳の高齢者 61名の
血中 1 ml当たりの NAD含量の度数分布図を
Fig. 1に示した．平均値 ± SDは 41.3 ± 15.9 
nmol/mlであった．また Fig. 2に全血 1 ml当
たりの NADP含量の度数分布図を示した．平
均値 ± SDは 12.5 ± 1.7 nmol/mlであった． 
 2003年における 75, 76歳の高齢者 128名の
血中 1 ml当たりの NAD含量の度数分布図を
Fig. 4 に示した．平均値 ± SD は 43.2 ± 7.6 
nmol/mlであった． 
D. 結論 
 20歳前後の学生の値は NADが 35 nmol/ml
程度，NADPが 10 nmol/ml程度であることか
ら，2001, 2003年ともに NAD・NADP量は高
齢者のほうが若干高い値を示すことがわか

った 1)．このことより，血液中のナイアシン

補酵素レベルが高齢者において低い値を示

すことはないことが明らかとなった．

NAD/NADP比は 3.5 ± 1.4であり(Fig. 3)，こ
の値は学生の値と同じであった．また特徴と
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しては，NAD の値において分布が非常に広
いということであった． 
E. 健康危機情報 
特記する情報なし 
F. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含
む） 

1. 特許予定    なし 
2. 実用新案登録  なし 
3. その他     なし 
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Fig. 1. 高齢者 (73-74歳の男女) の全血中の NAD含量の度数分布表 
 
 

Fig. 2. 高齢者 (73-74歳の男女) の全血中の NADP含量の度数分布表 
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Fig. 3. 高齢者 (75-76歳の男女) の全血中の NADP含量の度数分布表 
 
 
 

Fig. 4. 高齢者 (73-74歳の男女) の全血中の NAD/NADPの度数分布表 
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