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研究成果の概要（和文）：メラトニンは概日リズムを司る松果体ホルモンである。メラトニンの生合成は複雑に
制御されているが、その中心は律速酵素であるserotonin N-acetyltransferase (NAT)を介したものである。以
前より我々は、細胞内グルタチオンを介するNATの分子内-S-S-結合の変換による新しい制御機能を明らかにし
た。本研究により、COS7/NAT細胞に於いて、発酵乳ホエーにより細胞内グルタチオン量が上昇し、NAT活性が上
昇すること、また、NAT活性を上昇させる９種類のペプチドを同定した。

研究成果の概要（英文）：Melatonin is a highly lipophilic hormone in pineal glands and plays 
important roles in many biological processes, especially in circadian rhythm and seasonal 
reproduction. Serotonin N-acetyltransferase (NAT) is a key enzyme for melatonin synthesis. We 
demonstrated that novel regulation of NAT activity by glutathione, in which an intramolecular 
disulfide bond may function as a switch for catalysis. In this study, fermented whey increased the 
intracellular glutathione level and NAT activity in COS7/NAT cells, and 9 types of peptides that 
increased NAT activity were identified from fermented whey.

研究分野： 生化学

キーワード： グルタチオン　発酵乳ホエー　メラトニン合成酵素　メラトニン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠は、人が生存する上で衣食住とともに重要な課題である。睡眠不足の原因の一つとしては、脳内で作られる
睡眠ホルモンであるメラトニン分泌リズムの異常が考えられる。我々は、メラトニン生合成の律速酵素である
serotonin N-acetyltransferase (NAT)について研究を行っている。本研究により、発酵乳ホエーよりNAT制御・
メラトニン量上昇・良質の睡眠確保する物質９種類のペプチドを同定した。その成果を社会に生かし、科学的根
拠に基づく生活の質の向上へとつながる全く新しい機能性食品産業の創出が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

睡眠は，人が生存する上で衣食住とともに重要な課題である．不眠に悩んでいる現代人

は多く，鬱病をはじめとする自律神経性の疾患や，睡眠不足に起因するあらゆる疾患の

原因となっている．睡眠不足の原因は，不規則な生活様式を強いられることで，睡眠異

常等の概日リズム障害や，その要因のひとつとして考えられる，脳内で作られる睡眠ホ

ルモンであるメラトニン分泌リズムの異常が考えられる． 

 申請者等は，睡眠ホルモンであるメラトニンを作り出す酵素セロトニン N-アセチル

トランスフェレース (NAT) 活性が，内因性トリペプチドであるグルタチオンによって

レドックス制御をうけることを明らかにした（S. Tsuboi et al. J. Biol. Chem. 277(46):44229-

44235 (2002)）．これまでの研究により，NAT 活性の上昇は，NAT 分子に内在されてい

るジスルフィド結合による分子スイッチと細胞内のレドックス状態が関係していると

考えられる( S.Tsuboi et al. J. Biol. Chem. 2002)．即ち，NAT の 2 つのシステイン残基の 

間で形成される分子内-SS-結合が活性に重要な働きをしており，この NAT の分子内-

SH/-SS-結合の変化が細胞内においても観察されている．過酸化水素を加えて細胞内環

境を酸化状態にすると NAT は酸化型（SS 型）に変換され活性はなくなるが，細胞内環

境を還元状態に戻すと NAT は還元型（SH 型）となり活性は回復する．NAT の酸化型ま

たは還元型への変換に細胞内グルタチオンが重要な役割を担っており，細胞内グルタチ

オン量の変動が NAT 活性を調節している． また，乳酸菌による発酵乳ホエーをラット

に与えることにより，内因性メラトニン分泌リズムの位相調整又は振幅増強作用がある

ことをみいだしている（特許：特願 2004-106153「内因性メラトニン分泌リズム改善用

機能性食品，及び概日リズム改善用機能性食

品」）．この作用は，発酵乳ホエー成分が細胞内

グルタチオンレベルを上昇させ，メラトニン合

成の律速酵素である NAT 活性を増強させてい

ることによっていると考えている（坪井ら，化

学と生物 43(4):251-255(2005)）．さらに，この発酵

乳ホエーの快眠誘導効果は，大阪大学医学研究

科精神医学教室・杉田教授らによって，健康な高

齢者 30 名を対象とした，ダブルブラインド・クロス

オーバー試験によって，寝覚めの回数減少や寝と

ぼけ行動・足のむずむず感の減少が確認されている． 

２．研究の目的 

 本研究では、発酵乳ホエーに含まれるグルタチオン上昇作用を有するペプチドを単離

し、NAT 活性への影響を明らかにすること、及び、最終的には発酵乳ホエー由来の機

能性食品素材の開発を目的とした。 

３．研究の方法 

（１）発酵乳ホエーの調製 

 発酵乳ホエーは限外濾過法により分子量１万以下の画分を使用した。 

（２）細胞の調製 

 COA7 細胞に NAT を強制発現させた COS7 細胞（COS7/NAT 細胞）を、1.5ｘ105 

不活性型

活性型

NAT活性

NAT
(酸化型)

S     S

NAT
(還元型)

SH HS

GSH酸化ストレス

発酵乳
ホエー

発酵乳ホエーによるグルタチオンを介する
NATのレドックス制御機構



cells/2 ml (DMEM)で 6 穴プレートに播種した。48 時間培養後、発酵乳ホエーを添加

し、24 時間後細胞を回収した。過酸化水素付加処理では、発酵乳ホエー処理後、1 mM 

H2O2添加培地に交換し 30 分間処理した。回収した細胞について、細胞内グルタチオン

量及び NAT 活性を測定した。 

（３）グルタチオン測定 

 過塩素酸で除タンパク後、全グルタチオン（GSH + GSSG）量を DTNB 法によりグ

ルタチオンを測定した。GSH と GSSG の分別定量は次のように行った。過酸化水素で

除タンパクしたサンプルに 4-fluoro-7-sulfamoylbenzofurazan (ABD-F)を添加し、GSH

を誘導体化した。その後、tri-n-butylphosphine により GSSG を還元した後、4-fluoro-

7-sulfobenzofurazan, ammonium salt (SBD-F)を加え誘導体化し、HPLC を用いて測

定した。 

（４）NAT 活性測定 

 細胞をホモジナイズした後、15,000 rpm、10 分、4℃で遠心した。上清に 15 mM 

acetyl-CoA 及び 20 mM tryptamin を加え 37℃、15 分反応させた。Acidified toluene

を加え反応を停止した後、生成した N-acetyltryptamine を HPLC により測定し NAT

活性とした。 

（５）活性成分の分画 

 発酵乳ホエー分子量１万以下画分を凍結乾燥し、C18 逆相カラムを用いて HPLC に

よる分離を行い、得られたフラクションを蒸発乾固させた。各フラクションを培地に溶

解し細胞に添加した。 

４．研究成果 

（１）NAT 活性及び細胞内グルタチオン量に対する影響 

発酵乳ホエーを、0.5％、1％及び 5％の濃度で添加した結果、濃度依存的に NAT 活性の上

昇がみられた。5％添加時ではコントロールに比べて約 3 倍に上昇した。また、発酵乳ホエー

を 5％濃度添加した場合、細胞内 GSH 量はコントロールに比べて約 1.75 倍に上昇した。過酸

化水素付加処理では、細胞内 GSH/GSSG 比はコントロールに比べ約 12.5％に減少し、

細胞内が酸化状態になっていることが明らかとなった。しかし、5％濃度発酵乳ホエー

の添加により、GSH/GSSG 比はコントロールの約 2 倍となり還元状態が維持されていることが

示唆された。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

（２）発酵乳ホエーより NAT 活性化ペプチドの同定 

 HPLC による活性フラクションの分離 

発酵乳ホエー分子量 10 kDa 以下画分を凍結乾燥し、C18 逆相カラム（Inertsil ODS-
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3、4.6 x 250）を用いて HPLC により分離した。得られたフラクションについて細胞内

GSH/GSSG 比に対する影響について検討した。その結果、Fr. 3、Fr. 8、Fr. 10 及び Fr. 

16 について細胞内 GSH/GSSG 比の上昇がみられ、各々、コントロールに比べ 2.9 倍、

4.5 倍、3.1 倍、8.4 倍であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 NAT 活性への影響 

 Fr. 3、Fr. 8、Fr. 10 及び Fr. 16 について NAT

活性への影響について検討した。過酸化水素付

加処理により NAT 活性は 0.5 nmol/min/mg 

protein（コントロール：2.75 nmol/min/mg 

protein）まで低下した。しかし、Fr. 8、Fr. 10

及び Fr. 16 の前処理により NAT 活性は、各々、

1.98 nmol/min/mg protein、2.0 nmol/min/mg 

protein、2.15 nmol/min/mg protein となり 73％

活性が維持された。しかし、Fr. 3 にはこの様な

活性維持は見られなかった。 

 活性ペプチドの同定 

 Fr. 8、Fr. 10 及び Fr. 16 について MALDI-TOF-MS を行い、9 種類のペプチドを同

定した。 

（３）同定したペプチドの NAT 活性及び細胞内グルタチオン量に対する影響 

 体内への吸収の可能性から同定したペプチドのうち分子量の小さい VPP、IPP を中

心に解析を行った。まずグルタチオン上昇作用を検討したところ VPP に比べ IPP での

上昇作用が顕著であり、500 µM 添加でコントロールの約 1.5 倍、過酸化水素処理を加

えることで約 1.8 倍に上昇した。グルタチオン代謝に関連する酵素の発現について検討

したところ、グルタチ
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導されておらず、上昇メカニズムについては今後の検討が必要である。 

 続いて NAT 活性への影響を検討したところ、過酸化水素処理でコントロールの約 6

割となった活性は IPP 処理によりコントロールレベルに維持され、過酸化水素処理に

よる不活性化が抑制された。 
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