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研究の概要（200～300字で記入、図・グラフ等は使用しないこと。） 

当該研究の研究目的を含むこと。 

【以下、報告書全体について】他の研究分野の委員が評価することも想定し、わかりやすく記載すること。 

我々は認知症の原因や治療法を明らかにするための研究を行っており，メラトニンの

脳内代謝産物である AMK を老齢マウスに投与すると，長期記憶が誘導されることや、

加齢性記憶障害の原因が海馬における AMK の激減であることを見出している（ J  Pineal  

Res ,  2024）．本 SFR 研究において，生活習慣の悪化によって生じる記憶障害が，AMK に

より予防できる可能性を調べる．本年度は，ヒト培養細胞および酵母に AMK 変換酵素

の可能性がある遺伝子を導入して，その発現を確認した．また，マウスにおける物体認

識試験の条件検討を行い，記憶形成の評価系を確立することで高脂肪食マウスへの施行

準備まで到達した．   

キーワード（研究内容をよく表しているものを３項目以内で記入。） 

〔AMK 〕 〔認知症 〕 〔生活習慣病 〕 
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研究【経過・成果】の概要（図・グラフ等は使用しないこと。） 

 以下の視点を含めて記載のこと。 

・当該研究は何をどこまで明らかにできたのか（できなかったのか）。 

・何をもって研究成果（経過）を達成できた（できなかった）と考えられるのか。 

自身が設定した研究目的・目標に照らして、その根拠がわかるよう記載のこと。 

・どのような点において、当該研究分野の学術研究推進の高度化に寄与できたのか。 

本研究は，2年間で以下の「メラトニンからAMKの合成経路の解明」と「長期間の高脂肪食摂取（脂質及び糖代

謝異常）によるマウスの記憶力低下に対するAMKの関与」に焦点を当てて行う．本年度の研究経過と成果を下記

に記す． 

A）AMKの合成経路の解明 

メラトニンをAFMK・AMKに変換する酵素を明らかにするため下記の実験を行う．現在までに，類似の反応を

触媒することから，変換酵素の候補として細胞質に局在する Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1)，Indoleamine 

2,3-dioxygenase 2 (IDO2)，Tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO)，Myeloperoxidase (MPO)が考えられるので，こ

れらについて検討する．また，合わせて学習後のシナプス形成時にミトコンドリアの酸素消費量が有意に増加する

こと，その時同時にROS（Reactive Oxygen Species）が産生されることが報告されているので，ミトコンドリアで

発生するROSが変換酵素の肩代わりをしているかどうかを明らかにする（なお，AFMKは不安定な物質であり，

容易にAMKに変換される）．下記にはこの１年間で行った主な実験内容を記す． 

 

１ ヒト培養細胞での発現系を用いた検討 

IDO1とTDOについてその配列をもとにプライマーをデザインし，複数のヒト細胞由来 cDNAを用いてNested 

PCRを行うことにより cDNAを取得した．それぞれについて得られた cDNA断片を，pEGFP-C1にクローニング

した．塩基配列を決定したところ，TDOの cDNA断片にはまだイントロンが１箇所残っていることが明らかになっ

たので，Inverse PCRによりイントロンを除去した．次に，作製された発現プラスミド pEGFP-C1-IDO1と

pEGFP-C1-TDOを，ヒト培養細胞に導入して，GFP融合タンパク質の発現の確認を行った．蛍光顕微鏡観察の結

果，いずれの融合タンパク質を発現させた場合も細胞質にGFPの蛍光が観察された．以上より，ヒト培養細胞にお

ける，GFP-IDO1とGFP-TDOの発現系の構築に成功した． 

これらを用いて，メラトニンをAFMK・AMKに変換する酵素活性の検出を試みた．pEGFP-C1-IDO1と

pEGFP-C1-TDOを，ヒト培養細胞に導入して，GFP融合タンパク質を発現させ，培地に 10-6 Mになるようにメラ

トニンを加えて培養し，2時間と 24時間で回収し，培地と細胞に分けた．回収された細胞は，ソニケーターを用い

て破砕した後，アセトンによる抽出操作を行い，生成されたAFMKおよびAMKの量をLC-MSによって定量し比

較した．その結果，pEGFP-C1-IDO1とpEGFP-C1-TDOの両方において細胞からメラトニンとAFMKが検出さ

れた．このことからメラトニンが細胞内に取り込まれ，AFMKに変換された可能性が考えられる．しかし，AFMK

の量に差は見られず，AMKも検出できなかったため，どちらの酵素活性が強いか現段階では明らかにできなかっ

た．今後，基質であるメラトニンの導入効率をあげた場合の比較や経時的な変化を調べる必要がある． 

 

２ 酵母での発現系を用いた検討 

 pEGFP-C1-IDO1とpEGFP-C1-TDOを鋳型としてPCRを行い，IDO1とTDOの cDNAを増幅した．得られた

DNA 断片を，pRS426-TEFpr-GFPおよび pRS316-TEFpr-GFPにクローニングした．得られたプラスミドを野生

型出芽酵母AN120に導入し，融合タンパク質を発現させ，蛍光顕微鏡観察を行った．その結果，いずれも酵母の細

胞質でGFPの蛍光が観察され，IDO1-GFP，TDO-GFPが酵母の細胞質に発現されていることがわかった．ただ

し，pRS426-TEFpr-TDO2-GFPを用いた場合，マルチコピーのため，アグリゲーション様の構造が観察されたた

め，次の実験には pRS316系のベクターを用いた． 

動物細胞と同様に培地にメラトニンを加えて培養し，3時間と 6時間で回収し，培地と細胞に分けた．回収された細

胞は，ソニケーターを用いて破砕した後，アセトンによる抽出操作を行い，生成するAFMKおよびAMKの量を

LC-MSによって定量し比較した．その結果，IDO1-GFP，TDO-GFP，N末GFPのすべてにおいて細胞からMEL

とAFMKが検出された．このことからメラトニンは細胞内に取り込まれ，AFMKに変換されていることが分かっ

た．しかし，酵母においてもメラトニン導入効率が低く，この点が次年度の検討課題である． 
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研究【経過・成果】の概要（ つ づき ）  

ネガティブコントロールであるN末GFPでもAFMKが検出されたことから，酵母自体がもともとメラトニン

をAFMKに変換する酵素をもつ可能性や，非特異的な酵素による変換が考えられる．しかし，添加 3時間におい

てAFMKの量はTDO-GFPで IDO1-GFPやN末GFPの 2倍程度多く検出されたため，TDOにメラトニンを

AFMKに変換する活性がある可能性が考えられる．AFMKの代謝産物であるAMKについてはLCMSの検出限

界以下のサンプルがほとんどであったため，次年度は細胞数や基質の濃度を調整するなり導入効率を上げて検討を

行い，あわせて，残りの２つの酵素についても検討する予定である．    

 

３ ミトコンドリアで発生するROS（Reactive Oxygen Species）がAMKへの合成に関与するか検討 

学習後のシナプス形成時にミトコンドリアの酸素消費量が有意に増加すること，その時同時にROSが産生され

ることが報告されている．また最近，記憶形成障害にミクログリアの関与が報告されているが，AMK産生の

ROSの発生源としてニューロン以外にミクログリアの関与も十分に考えられる．そこで，発生するROSを消去す

るために誘導される細胞内のグルタチオンの合成を阻害することによって，ROSの発生を誘導した各細胞（上記

実験 1の細胞に加えてミクログリア細胞株であるMG６も追加）に，メラトニンを添加して培養し，AFMK・

AMKを定量することで細胞内で産生されるROSによるAMK合成への関与を明らかにする．本年度は，この実

験は行うことができなかったので次年度に行う予定である． 

 

これらの実験により，いずれの酵素かあるいはミトコンドリアで発生するROSが，メラトニンのAFMK・AMK

への変換に関わるのかを明らかにする． 

 

B）高脂肪食の長期間摂取による記憶力低下とその原因としてのAMKの可能性 

メラトニンはヒトにおいて加齢と共に分泌量が低下することが広く知られており（Bubenik GA and Kontureket 

SJ, J Physiol Pharmacol, 2011），特にアルツハイマー型認知症では，同年齢の高齢者よりも有意に低下しているこ

とが報告されている（Wu YH et al., Clin Endocrinol Metab, 2003）．ヒトにおいても内因性のAMKが加齢により

低下し，認知機能へ影響を与えていると予想されるものの，その関連に関する報告は未だ皆無である．我々は，マ

ウスにおいて加齢性記憶障害の原因の一つとして，海馬におけるAMKの激減にあることを明らかにした（J Pineal 

Res, 2024）．しかし，生活習慣悪化による記憶力低下（障害）に関してもAMKの低下が関係しているかどうかは

分かっていない．そこで，本研究では認知症のリスクファクターでもある高脂肪食の長期にわたる摂取が，糖代謝

や脂質代謝異常を引き起こし，その結果生じる記憶形成障害マウスを作成し，同様に海馬における AMK 減少が原

因かどうか，またその時に研究テーマA）で明らかにしたAMK合成酵素も低下しているかどうかを調べる． 

さらに，記憶力が低下した高脂肪食摂取マウスに AMK を単回あるいは連続投与することにより，記憶力が改善す

るかどうかを調べる．合わせて，記憶形成に関連したどのタンパク質やどの遺伝子の発現を AMK の投与が上昇さ

せるか調べる． 

この実験を新たにできた本学部の動物実験室にて成功裏に行うために，まず通常（正常）マウスを用いて，記憶

力試験（物体認識試験）が成立する条件を探った．物体認識試験に用いた物体は，全部で１１種類である．すなわ

ち，黒薬瓶，バイアル（A），バイアル（B），白陶器，赤コップ，デカブロック角，デカブロック丸，レゴ十字，レ

ゴ四角，ヒヨコ，白ギザ容器であり，それらを２物体ずつ組み合わせて，嗜好性に差が無い物体の組み合わせを探

し出した．次いで，新奇性を好むマウスの性質を利用した物体認識試験に使える物体の組み合わせを検討した．そ

の結果，物体によっては記憶できないものがあること，２つの物体間で差が出ない組み合わせなど，条件設定に時

間を取られた．そのため，高脂肪食マウスを使った実験は，残念ながら本年度は実施できなかった． 

※この（様式２）に記入の【経過・成果】の公表を見合わせる必要がある場合は、その理由及び  

差控え期間等を記入した調書（Ａ４縦型横書き１枚・自由様式）を添付すること。   
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研究発表（研究によって得られた研究経過・成果を発表した①～④について、該当するものを記入してください。該当するものが 

多い場合は主要なものを抜粋してください。） 

①雑誌論文（著者名、論文標題、雑誌名、巻号、発行年、ページ） 

②図書（著者名、出版社、書名、発行年、総ページ数） 

③シンポジウム・公開講演会等の開催（会名、開催日、開催場所） 

④その他（学会発表、研究報告書の印刷等） 

①雑誌論文  

・  Suzuki ,  N . ,  Kakikawa,  M. ,  Oda ,  Y . ,  Kobayash i -Sun,  J . ,  Yamada ,  S . ,  Kuroda,  K . ,  

Kobayash i ,  I . ,  Honda ,  M. ,  Matsubara ,  H. ,  Tabuchi ,  Y . ,  Sh imizu ,  N . ,  Watanabe ,  K . ,  

Hirayama,  J . ,  Hattor i ,  A .  “Bone  regenerat ion -enhanc ing  e f fec ts  o f  ex tremely  low-

frequency  e le ctromagnet i c  f ie lds :  Analys i s  using  f i sh  sca le s  as  a  bone  model . ” ,  

Biomed ica l  Research ,  vo l .45 ,  no .5 ,  2024  Oct ,  pp .187-195.   

・  Suda ,  Y . ,  Tachikawa,  H. ,  Suda ,  T . ,  Kurokawa,  K . ,  Nakano ,  A. ,  I r ie ,  K .  “Remode l ing  o f  

the  secre tory  pathway i s  coord inated  w i th  de  novo  membrane  f ormation  in  budd ing  

yeast  gametogenesis . ” ,  iSc ience ,  Vo l .  27 ,  no .10,  2024 Oct ,  110855 .  

・  Watanabe ,  K. ,  Hatto r i ,  A .  “Aging - induced  memory  lo ss  due  to  decreased  N1 -ace ty l -5-

methoxykynuramine ,  a  melaton in  metabo l i te ,  in  the  h ippocampus:  a  po tentia l  

prophylac t ic  agent  f or  dement ia . ” ,  Neura l  Regenerat ion  Research ,  vo l .20 ,  no .6 ,  Epub 

2024  Jul ,  pp .1705-1706.  

・  Watanabe ,  K. ,  Maruyama ,  Y . ,  Mikami ,  R . ,  Komatsu ,  K. ,  K ikuchi ,  K . ,  Hot ta ,  K . ,  

Yoshikawa,  T. ,  Ogasawara ,  K . ,  Hatto r i ,  A . ,  Arakawa,  S .  “Highly  puri f ied  

hypochlo rous  ac id  water  fac i l i tates  g lucose  metabo l i sm and memory  fo rmation  in  type  

2  d iabe t i c  mice  assoc ia ted  w i th  al te red -gut  microbio ta . ” ,  Sc ient i f i c  Repor ts ,  vo l .14 ,  

no .1 ,  2024  Jul ,  Ar t ic le  number :16107 .  

・  Nakagawa,  K . ,  Watanabe ,  K . ,  Mizutani ,  K . ,  Takeda,  K . ,  Takemura ,  S . ,  Sakan iwa ,  E . ,  

Mikami ,  R . ,  K ido ,  D . ,  Sai to ,  N. ,  Kominato ,  H . ,  Hatto r i ,  A . ,  Iwata ,  T .  “Genet ic  

ana lysi s  o f  impaired  hea l ing  responses  af ter  per iodontal  therapy  in  type  2  d iabe tes :  

Cl in ica l  and  in  v ivo  s tud ies . ” ,  Journal  o f  Per iodontal  Research ,  vo l .59  no .4 ,  2024 

Aug ,  pp .712-727 .  

 

 

③シンポジウム・公開講演会等の開催  

・  服部淳彦「メラトニンの新たな知見」第 22 回日本更年期と加齢のヘルスケア学会学術集会

＆第 11 回日本サプリメント学会学術集会  合同学会 ,  2024 年 10 月 27 日 ,  オンライン開催

（招待講演） .  

 

 

④その他  

・  舘川宏之「出芽酵母前胞子膜の MCS 再編成を介した伸長の分子機構解明」,  IFO Research  

Communicat ions ,  No .  38 ,  2024,  p .167 .  

 


