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研究成果の概要（和文）：時計遺伝子変異クロックマウスと野生型マウスに高脂肪食を与えて、

電流刺激回避試験と水迷路試験により記憶学習能力を解析した。その結果、１）マウスの記憶

学習能力に系統差があること、２）餌の組成の違いで行動リズムに差が生じること、３）クロ

ックマウスは特に高脂肪食摂取時の記憶学習能力の低下が著しいこと、４）高脂肪食の摂取時

の能力低下は雌が顕著であること、がわかり、高脂肪食摂取が時計遺伝子の発現異常を介して、

記憶学習能力に影響することが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of a high-fat (HF) diet on learning and memory 

functions in clock-mutant mice (clock) comparing its wild mice (wild) by measuring passive 

avoidance test (PAT) and by using Morris Water Maze apparatus. In the results, not only 

clock mice fed on the control diet, but also wild female mice fed on the HF diet were impaired 

the retention for PAT. It became obvious that female mice, with respect to memory retention,  

are more susceptible to HF diet and that entrainment of the peripheral circadian rhythm 

is essential for maintenance of learning and memory functions in mice. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 申請者はこれまでマウスの行動に影響

する摂食時刻と食組成に関する実験を行い、

脳と全身の細胞が同調するような時間帯に

食事を摂取することの重要性を認識してき

た。すなわち、マウスの行動様式は人でいう

食生活様式により大きな影響を受けること

を提示してきた。従って、脳細胞内の時計の

機能に異常が生じれば、記憶学習能力が低下

することは十分にあり得ると考えていた。し

かし、関連する研究において、疾患に対する

食成分の効果についての報告、例えば認知症

に対する葉酸を中心としたビタミン類の予

防や抑制効果に関する報告は数多く存在し

ていたが、概日リズムの視点から検討した研

究はほとんどなく、clock マウスの記憶学習

能力に関する報告はなかった。 

(2) 一方、本研究で利用する高脂肪食との関
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連では、牛脂食や豚脂食を摂取すると行動に

変化が現れることや概日リズムが後退する

こと、ケトン体食（低炭水化物食）で時計遺

伝子発現の位相が前進することなどが報告

されていた。しかし、これらはいずれも記憶

学習能力との関連性から調べられた研究で

はなかった。神経生理学的解析では、2010 年

に肥満者の海馬において神経栄養成長因子

（BDNF）の産生が減少すると報告されたが、

まだ現象論だけで時間栄養学を意識した分

子レベルからの解明は行われていなかった。 

(3) すなわち、研究開始当初において記憶学

習能力には食事の摂取時間や組成、また時計

遺伝子が関与する可能性について検討して

いる研究はなかった。 

 
２．研究の目的 
(1) 本研究は時間栄養学的な視点から時計

遺伝子と記憶学習能力との関係について明

らかにするために計画され、食を通して認知

症の発症を予防すること、そしてその病態の

改善に貢献することを目的とした基礎研究

である。 

(2) 食成分として脂質、特に脂肪酸組成に焦

点を当て、他の栄養素とのバランスや摂取時

刻、カロリー配分を考えながら、脳の転写因

子の発現変動により引き起こされる神経系

の栄養や成長に関わる因子への影響と記憶

学習能力との関係について解明する。 

(3) 概日リズムの中心的存在である時計遺

伝子クロックが変異したマウスを利用して、

時計遺伝子の機能異常を食事により制御す

るための時間栄養学的解析結果を提示し、予

防に繋がる栄養素摂取法の方策を含めて高

齢化社会を意識した研究を推進する。 

 

３．研究の方法 

マウスに種々組成の飼料（脂肪酸組成の異な

る高脂肪食、高カロリー食、高炭水化物食）を

摂取させ、また制限給餌（たとえば、人の夜間

にあたる時間帯に高脂肪食を与えるなど）の条

件下に、明暗時間を調整しながら短期と長期の

飼育を行った。この間、一部のマウスについて

は行動時間をモニターして活動リズムを記録し

た。同時に、体重の変化や血液中の生化学検査

項目の測定、ホルモンやアディポサイトカイン、

栄養成長因子と血液凝固関連因子を測定した。

記憶学習試験として汎用される電気刺激回

避試験（パッシブアボイダンス）は簡便な実

験方法であり、しかも得られたデータに対す

る信頼性も高いが、さらに結果について確認

するために同じ個体に対して水迷路試験も

行うことにした。 

(1) 記憶学習能力の測定実験（能力検定法、マ

ウスの系統、餌の組成、制限給餌の実験） 

①clock マウスと wild マウスを用いて、両者

の記憶学習能力について２種類の試験（刺激

回避試験と水迷路試験）で解析した。野生型

マウスとしては C3H 系と ICR 系の２系統を利

用した。 

②種々組成の餌（高脂肪食、特に脂質の含量

比の違い、脂肪酸組成の違い、糖の配分比を

代えることにより生じるエネルギー代謝の

変動を意識した組成、および特定の組成を除

去したもの）をマウスに制限給餌器を用いて

特定の時刻に与えてから記憶学習試験を行

い、そのときのデータを行動リズムとの関連

性から解析した。脂質は粉末試料の調製が可

能なもの（AIN93G 基本食への添加）で、コレ

ステロールの有無や脂肪酸として不飽和結

合に違いのある動物性オイルと植物オイル、

ココナッツオイルや部分水素添加油のショ

ートニング（トランス脂肪酸含有量の含有量

も検討課題）などを候補とした。 

③餌を与える時間帯を主として夜間と昼間

に設定した制限給餌の条件下において、マウ

スの記憶学習試験を行った。 

(2) 記憶学習能力と遺伝子発現との関連性の実

験（マイクロアレイ解析、遺伝子解析） 

①記憶学習能力の違いが認められたマウス

間の遺伝子発現の違いについて、特に脳組織

を試料にして、マイクロアレイ解析をする予

定であったが、申請額から減額されたことか

ら、リアルタイム PCR とコンベンショナルの

PCR を行って mRNA 発現を調べた。 

②記憶学習能力の加齢に伴う変動の実験を行う

ために、高齢化マウスや長期間に渡って特定

の餌を摂取したマウスを作製した。すなわち、

早期から ICR マウスと C3H マウスを購入して

飼育し、加齢に伴う実験の準備を進めた。 

(3) 脳と肝臓における時計遺伝子と核内受容体

の総合作用の解析実験（in vivo実験） 

①得られた上記の解析結果を基に、個々の条

件下における標的遺伝子の変動と時計遺伝

子や転写因子との関連性について、各条件下

で飼育したマウスの組織を用いて調べた。特

に、概日リズムに関連するタンパク質とニュー

トロフィン系（NGF、BDNF、NT-3、NT-4/5）やそ

の受容体（TrkA、TrkB、TrkC、p75NTR）の遺伝

子発現の測定条件を検討して解析を行った。 

②食欲と関連性の深いオレキシン及びその

受容体を含む関連遺伝子の発現について PCR

による定量解析を行った。 

(4) 記憶学習能力の改善効果の検討（食組成、

食時刻、運動、性差、加齢、病態、ストレス負

荷の実験） 



 

 

①野菜やキノコ類を中心に抗酸化性の食材を

マウスに投与し、制限給餌条件下において、ま

た回転かご装置を用いた運動負荷後において、

記憶学習能力への改善効果を調べた。 

②マウスの性差と加齢を意識しつつ、記憶学

習能力に及ぼす高脂肪食の影響を検討した。 

③通常の夜間摂食条件に加えて、昼間摂食し

た場合の影響について、電気刺激回避試験と

水迷路試験により解析した。 

 
４．研究成果 

(1) 平成 23 年度 

①マウスの記憶学習能力を測定するための

装置（電流刺激回避測定装置と水迷路装置）

の測定条件について検討し、それぞれの測定

系を確立した。 

②牛脂に富んだ高脂肪食を clock マウスと

wild マウスに与えて、経時的に電流刺激回避

試験と水迷路試験により記憶学習能力の違

いについて解析した結果、C3H 系と ICR 系の

２系統でその能力に違いのあること、また餌

の組成の違いによって行動リズムに差が生

じることが判明した。また、時計遺伝子クロ

ックが変異した clock マウスでは、普通食で

は同能力の低下傾向が認められただけだっ

たが、高脂肪食の摂取により顕著に低下した。

同様に、野生型マウスでも脂肪食の摂取によ

り記憶学習能力が著しく低下することが判

明した。このように、記憶学習能力は食生活

や概日リズムとの関連性が大きいものであ

るという結果が得られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③餌を与える時間帯を変化させた制限給餌

の環境下において、マウスの記憶学習を比較

した結果、特に大きな違いが認められたのは

固体差によるものだった。 

④高脂肪食を４週間まで摂取したマウスの

脳や肝臓における関連遺伝子の発現変化に

ついて調べたところ、グルタミン酸受容体遺

伝子の発現が記憶能力と関連する可能性が

示唆された。 

(2) 平成 24 年度 

①前年度に検討したマウスの記憶学習能力

を調べる最適条件下で、電流刺激回避測定装

置を用いて実験した結果、牛脂に富んだ高脂

肪食を摂取したマウスの能力に性差が存在

すること、特に雌マウスにおける記憶学習能

力の低下が顕著であることが判明した。この

性差による違いは水迷路装置を用いて行っ

た空間認識記憶実験においても認められた

が、電流刺激回避測定の結果と比較すると違

いは小さかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

②各組織において関連遺伝子の相互作用へ

の影響を解析するために、それぞれの飼育条

件下にあるマウスから血液と脳、肝臓を採取

し、脂質代謝系遺伝子と時計遺伝子や転写因

子の発現変動について比較した結果、肝臓中

の clock や per2 で検討した時計遺伝子の発

現リズムは、共に高脂肪食摂取後に移相のず

れが認められた。このとき性差による有意な

差は認められなかった。 

③脳におけるニュートロフィンやその受容

体の遺伝子、グルタミン酸受容体関連遺伝子

の発現では、NGFB や BDNF、NTF に大きな変化

はなく、NMDA-2A と KIF17-1 の発現に食組成

と性差による違がみられた。また、本来の餌

摂取時刻ではない明期（マウスの休息期）に

のみ餌を与えたところ、高脂肪食摂取群で

KIF17-1 発現が増加していた。 

④長期に渡って高脂肪食摂取させたマウス

を用いて、加齢による記憶学習能力への影響

を調べた結果、普通食摂取マウスと比較して

高脂肪食をほぼ 1年間自由に摂食させ続けた

C3H 系マウスにおいて明らかに記憶学習能力

が低下していた。 

⑤野菜を中心とする抗酸化活性を有する食

材をマウスに与えて調べる実験では少なく

とも４週間程度の摂食期間では明らかな効

果を認めなかった。 

本研究を通して、人の認知症への応用が可

能と考えられる食生活のあり方に関する基

礎的なデータが得られた。 
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