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同調、体内時計と疾患の関連についてこれまでの研究報告に基づいて詳述する。

更に、本研究の背景と概要について述べ、当該分野における本論文の意義を示す。

第二章は末梢時計の食餌同調経路について、第三章は新しい体内時計測定法の開

発と応用について、第四章は認知症を伴うリズム異常マウスにおける食餌制限の

効果検討について報告する。   

 体内時計とは、生物に備わっている時を刻む仕組みであり、単細胞生物から哺

乳類まで幅広い生物において現代まで保存されてきた機能である。我々は時計の

無い暗室で生活していても、約２４時間の周期で睡眠 —覚醒を繰り返す事が出来

る。睡眠—覚醒のリズムだけではなく、我々は体温、ホルモン分泌、代謝など様々

な生理現象に２４時間のリズム性を持っている。また、アレルギー性疾患は夜間

に起こりやすく、心筋梗塞は午前中に起こりやすい、など疾患の症状にも時間依

存的な変化が見受けられる。これらの生理現象は、哺乳類においては、脳の視床

下部にある視交叉上核（ Suprach iasmat i c  nuc leus ,  SCN）が体内時計の中枢とし

て制御している事で表出していることが分かっている。つまり、SCN は外界の光

情報を、視神経を通して目から受容し、その情報を液性因子や交感・副交感神経

系、または摂食リズムなどを制御する事で体全体に伝えている。時を刻むメカニ

ズムは、あらゆる組織に発現する時計遺伝子群が刻む２４時間周期のリズムによ

って起こる。哺乳類の時計遺伝子群で 中核を担っているのは、Clock ,  Bmal1 ,  Per,  

Cry である。これらは転写—翻訳のフィードバクループを構成しており、正の転

写因子である CLOCK/BMAL1 がプロモーター領域にある E-box に結合し、負の

転写因子である Per,  Cry の転写を活性化する。転写された Per,  Cry は細胞質で

PER/CRY の複合体を形成し、核内に戻り、CLOCK/BMAL1 を抑制し Per,  Cry の

転写を抑制する。結果、 Per,  Cry は２４時間周期で RNA 量、タンパク質量にリ

ズムが生じるのである。同時に、プロモーター領域に E-box を持つ遺伝子もまた

CLOCK/BMAL1 によるリズミックな制御を受けており、約 10%の遺伝子の RNA

量に日内変動があることが報告されている。  

 末梢組織の体内時計（末梢時計）は、光環境に同調した SCN の制御と共に、

食事による制御も強く受ける。夜行性のマウスの給餌時刻を昼間の一定時間に制

限する事（制限給餌）により、末梢時計（時計遺伝子発現リズム）の位相がその

食餌時刻に同調する事が分かっている。また、食餌時刻に同調した時計遺伝子群

は、時計遺伝子の下流遺伝子である代謝関連遺伝子の発現リズムを、食餌時間に

同調させることで代謝機能を最大限に活用できるように制御する。視交叉上核以

外の脳部位、肝臓、腎臓、心臓などほぼ全ての臓器に発現している時計遺伝子の  

発現リズムは、制限給餌により給餌時刻に同調する事が分かっている。また、肝

臓におけるその同調はとても早く、制限給餌開始 2-3 日後には食餌時間に同調し  
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多い。光同調を統括する SCN のような食餌同調を統括する脳組織はまだ見つか

っておらず、時間制限された食餌情報がいかに末梢時計の時刻を変更するのかは

全く未知である。そこで本研究では、食餌による末梢時計の入力経路、異なる食

餌パターンによる末梢時計の位相変化の規則性を調べる事で、末梢時計と食餌の

関係のさらなる理解に挑戦した。具体的には、体内時計が昼間の食餌によって位

相変化する際の、肝臓時計遺伝子発現を網羅的に調べた。その結果、食餌により

Per2 ,  Rev -erbα が食後のインスリン分泌依存的にそれぞれ発現増加、減少するこ

とにより、発現リズムの位相を変化させる事が分かった。また、細胞を用いた研

究においてもインスリンは直接時計遺伝子に作用し、急激に遺伝子発現を変化さ

せる事がリズムの位相変化に繋がる事を証明できた。この作用を考慮した例とし

て、インスリン作用を増強する食餌はより強い同調効果を示す事が当研究室のそ

の後の実験で明らかになった。今後、さらなるインスリン作用に注目した食事内

容の探究を行っていく予定である。  

 マウスの体内時計、特に組織の時計遺伝子発現リズムを測定する方法は数種類

ある。直接的な測定方法 は、時刻別に３ − ６時間間隔で採取した臓器の RNA、タ

ンパク質量を測定し、複数のマウスから一つの発現リズムのデータを作る方法で

あ る 。 間 接 的 な 方 法 と し て は 、 時 計 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 持 つ ホ タ ル ・

Luc i fe rase 遺伝子をトランスジェニックした、あるいはノックインした マウスを

用いて、臓器を培養・長期発光モニタリングすることで評価することができる。

つまり in  v ivo での時計遺伝子発現リズムを in  v i t ro で継続させて、それを発光

としてモニタリングし、その位相を評価する方法である。しかしそれぞれの方法

で欠点はある。直接的な方法は、複数のマウス個体が必要な事、また得られたデ

ータは複数個体を統合したデータであり一個体のデータが得られないことが挙げ

られる。間接的な方法は in  v i t ro という特殊環境において in  v ivo のデータを反

映しない可能性がある事が挙げられる。そこで本研究では、新たに in  v ivo で一

個体のマウスの末梢時計を観測する方法を開発した。 CCD カメラを搭載した In  

v ivo  imaging  sys tem（ Cal iper 社）と PER2: :LUCIFERASE knock - in マウスを

用いて、麻酔下で４時間おきにマウスにルシフェリン（発光基質）を投与し生体

内内の発光リズムを観測した。発光は腎臓、肝臓、顎下腺から測定出来た。測定

結果はとても安定、かつ正確であり、また殺さずに測定できるので動物倫理的に

も良い測定法であった。それを用いて、今まで評価出来なかった実験条件で末梢

時計を評価する事ができた。SCN 破壊マウスの末梢時計計測、食パターンの変化

による末梢時計の変化を測定した。具体的には SCN を破壊した状態での末梢時

計を調べた。電極を用いた手術により SCN を破壊したマウスは、行動リズムが

無くなり、前述した RNA 発現リズム等での評価は個々のマウスのリズムの位相  
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の刺激が時計をリセットしてしまう恐れがあった。今回開発した手法は生きたマ

ウスを用いて直接時計遺伝子発現リズムを測定する方法であり、今までの懸念を

排除する事ができた。他の応用として食パターンと末梢時計の位相について調べ

た。先行研究では一般的に昼間に食餌時間を設定しているが、夜間の食餌パター

ンの変化にどのように末梢時計が位相同調するかはあまりよく分かっていなかっ

た。そこで、ヒトの食パターンに近づけたスケジュールをマウスに強制した場合

の末梢時計の位相を調べた。結果、末梢時計は食餌タイミングの間隔に敏感に反

応する事が分かった。つまり長い期間空いた後の食餌に、より強い同調能力があ

る事が分かった。また、日常の生活を考慮して夕食の時間のみを１９時から２２、

２３時とずらしていった結果、末梢時計は昼食と夕食の間隔が大きくなり、夕食

に強く同調する事が分かった。通常は朝食に強い同調効果があったのが、遅い夕

食によりそちらに引っ張られる事が分かり、この結果は遅い夕食により太る原因

になっているのではと考察した。  

 認知症の患者の多くは、睡眠障害の問題を抱えている。認知症のひとつである

ハンチントン病 の患者、または ハンチントン病モデルマウスにおいて、 睡眠—覚

醒リズムの乱れが報告されている。また、このマウスの SCN における神経発火

リズムの乱れも報告されており、体内時計中枢の機能低下の可能性が示唆されて

いる。そこで本研究では、食餌による体内時計の刺激・同調・改善をハンチント

ン病モデルマウスに施すことにより、ハンチントン病の睡眠リズムの乱れ、また

は 病 態 進 行 の 予 防 の 可 能 性 を 検 討 し た 。 具 体 的 に は ヒ ト Hunt ingt in 遺 伝 子 に

CAG リピートを 97 リピート挿入したものをトランスジェニックした BACHD マ

ウスを用いた。行動リズムをエリアセンサーで測定、運動機能の評価は Rotarod

試験、 Chal leng ing  beam 試験を用いた。食餌制限は、マウスの活動期である夜

間の６時間に行った。結果、食餌時間の制御により、行動リズムの昼夜差が改善

され、運動機能も有意に改善した。また、このモデルマウスは年齢依存的に症状

が悪化するが、食餌制限は生後９ヶ月目においても効果の持続が見られた。この

結果より、食事時間の考慮が疾患治療に効果的である可能性を見いだす事に成功

した。  

 最後に第五章として第二〜四章で示した研究結果を総括し、末梢時計の性質、

食餌同調のメカニズム、さらには食パターンを考慮した疾患予防・治療について

考察し、今後の展望について記述する。  
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