
第1章

マウス肝臓の時計遺伝子発現に対するグルコース投与の影響

1－1．序論

マウス視交差上核におけるm助ムm伽の発現の概日振動は、SCN依存性の概日

振動リズムの発振および同調に必要であると考えられている。

時計遺伝子助には肋ム　胱そして鋸のサブタイプが存在する。助・ム　加

はSCNにおいて、光により発現の急激な誘導がみられるが、朗は光による誘導はほ

とんど見られない。また、おのおのの遺伝子変異マウスが作成されているが、m助1、

m朗変異体は行動リズムは消失するが、月ヨガ変異体は周期型で、助J＆β変異体、

mfもヱゼ＆β変異体はおのおのm助J変異体、m鋸変異体と表現形において差が見ら

れなかった【43・47】。これらのことから、概日リズム形成には助了、伽遺伝子の機能

に強く依存していると考えられている。SCN以外の末梢組織においても助遺伝子は

発現しており、SCN同様に助了、加は末梢組織概日リズム形成に重要であると考

えられる。

餌は末梢組織の強力な同調因子である。昼間に制限給餌をすることによって、肝臓で

月汀遺伝子の発現は夜から昼へと位相前進するが、SCNでの発現は変化しない。

しかしながら、マウス肝臓におけるm助遺伝子の制限給餌による同調がどのよう

なシグナル機構によって引き起こされるのか、いまだに不明である。この実験では、

Rat・1へのグルコース添加による助1．hzCmRNA発現変動が、マウス個体でも同様

に引き起こされるか、また制限給餌で引き起こされたm助遺伝子発現の前進を、餌

の代わりにグルコースを投与することによって引き止めることが可能であるかを検証

した。

1－2．実験方法

（1）実験動物

実験には8－10週令のddYマウスの雄を使用した（高杉実験動物株式会社より購入）。

動物は全て恒温恒湿（23±0．2℃、55％）、明暗周期12時間：12時間で飼育した。また

実験使用前は自由摂食、自由飲水条件下で飼育した。

（2）サンプリング

試薬はすべてオートクレーブ（121℃、20分）にて滅菌済みのものを用いた。エーテ

ルで麻酔後、氷冷した生理食塩水を右心室動脈から流し、血液を出来る限り除いた後、

肝臓を掃出した。
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（3）RNA抽出

精出した肝臓の一部をTRIZOL（BRL，MD，USA）内でホモジナイズした。TRIZOIJ

の1／5量のクロロホルムを加え、15000rpm（4℃）で20分間遠心した後、上清を回収し

た。回収した上清と同量の2－プロパノールを加え、よく上下にチューブを振る事により

撹拝した後、・20℃で1時間静置した後、15000rpm（4℃）で20分間遠心し上浦を取り除

いた。上浦に80％エタノールを加え、15000rpm（4℃）で20分間遠心し上浦を取り除き

沈殿物を室温で風乾させた。沈殿物を10〃1のDEPC水で溶かした後、吸光度計でRNA

量を測定し、100ng／〃1になるように調整した。

（4）RT・PCR法

AOne－StepRT・PCRSystemPlatinumVbrsion（Invitrogen，CA）を用いて、100ngの

totalRNAをそれぞれのプライマーで増幅した。RT－PCRの条件はreversetransfection

（50℃、30分）、（denature（94℃、15秒）、annealing（55℃、30秒）、eXtenSion（68

0C、60秒））×28cycle　で行った。プライマーの配列は、m助1：5’・

CAAGTGGCAATGAGTCCAAAG－3　’　　　　お　　よ　　び　　　　5　’

CGAAGTTTGAGCTCCCGAAGTG－3’（289bp）　、　m鋸　5’

CAGACTCATGATGACAGAGG・3’および5’，GAGATGTACAGGATCTTCcc－3’

（381bp）、mBt22all：5’－　CACTGACTACCAAGAAAGTArG－3’ぉよび　5’－

ATCCATCTGCTGCCCTGAGA－3’　（344bp）、そ　し　て　R・aCtin：5’

GAGGGAAATCGTGCGTGACjyr－3　’　　　　お　　よ　　び　　　　5　’

ACATCTGCTGGAAGGTGGACA－3’（452bp）である。得られたPCR産物は3％アガ

ロースゲルに泳動し、100〝gエチジウムブロマイド／200ml蒸留水で10分染色後、十

分量の蒸留水中で10分洗い、バックグラウンドとなる余分なエチジウムブロマイドを

おとした後に紫外線下で写真撮影した。

写真上の各遺伝子発現量はDNAバンドの濃度で定量化した。DNAのバンドの定量に

は、EDAS－290system（Kodak，NY）を用いた。数値化された各バンドの濃さは、B・aCtin

との比として表した。

（5）テレメトリーによる体温測定

麻酔薬（ketamine50mg／kg、Xylazine20mg／kg）の腹腔内投与下において、マウス腹

腔内にradio一七elemetrytransmitter（DSI，MN）を埋め込んだのち、縫合し1・2・（1）実験

動物と同様の条件で1ケ月間飼育した。同システムで体温をモニター・記録し、5分毎

にデータとしてコンピュータに送られるように設定した。

（6）実験スケジュール

A．マウス肝臓におけるグルコースもしくは餌によるmh1，mMmRNA発現タイム
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コース（図3．スケジュール1参照）

マウスを24時間絶食後、翌日のZT5（Zeitgebertime；ZTOはlight－On、ZT12は

Iight－0鋸こ給餌（Foodgroup）、もしくはグルコース（5・Og此g；Glucosegroup）を処置し

た。餌は固形の餌をケージに置き、サンプリング時刻まで自由摂食させた0グルコース

は0．5gグルコース′1ml水のグルコース溶液を作成し、5・Og′kgの用量でゾンデを用い

て経口投与した。同時に無処置（Intactgroup）、絶食後ゾンデを挿入しただけのもの

（Handlinggroup）、絶食復水を投与したもの（Watergroup）も調べた0水はグルコース

と同用量、ゾンデにより経口投与した0処置1時間後であるZT6、2時間後であるZT7

そして4時間後であるZT9に、エーテル麻酔下で肝臓をサンプリングし、RNA抽出後

RT・PCRにてm助1．m伽、6－aCti27の発現量を調べたo

B．マウス肝臓におけるグルコース、マンノースもしくはCMCによる鳳助け皿托ガ

mRNA発現への影響（図4．スケジュール2参照）

マウス24時間絶食後、ZT5に経口投与により、グルコース（0・5g／kg，2・Og／kgor5・Og囁

Glugroup）、マンノース（5・Og′kg；Mangroup）、カルポキシメチルセルロース（0・5％；

cMCgroup）を処置した0ハンドリング（Handlinggroup）は24時間絶食後、ゾンデ

を挿入しただけの群である。

マウスはZT6．5にエーテル麻酔下でサンプリングし、RNA抽出後RT－PCRにてm助1、

m月ヲガ、β一月C血の発現量を調べた。

C．制限給餌に伴うマウス肝臓における時計遺伝子発現の位相変化に対するグルコース

連日投与の影響

Ⅰ．制限給餌スケジュール（図5・スケジュール3参照）

RFgroupマウスはDaylに24時間の絶食を施した0その後Day2・10までZT5・9の

時刻に制限給餌を行った。DaylOのZT23、DayllのZT5、ZTll、ZT17にエーテル麻

酔下で肝臓をサンプリングし、RNA抽出後、RT－PCRにてmR，rl、m臓ゼ、β・aCtin

の発現量を調べた。

Ⅱ．水およびグルコース連日投与スケジュール（図6・スケジュール4参照）

watergroupぉよびglucosegroupマウスはDaylに24時間の絶食を施した。その後

Day2－7までZT5－9の時刻に制限給餌を行ったoDay8－9においてはZT5に各groupに、

水もしくは0．5g／kgグルコースを経口投与し、暗期ZT12・24にケージ上に餌を戻し自

由摂食できるようにした。DaylOにおいてはZT5に各groupに、水もしくは0・5g／kg

グルコースを経口投与し、餌による影響を除くため暗期ZT12・24に絶食を行った。

DaylOのZT23、DayllのZT5、ZTll、ZT17にエーテル麻酔下で肝臓をサンプリン

グし、RNA抽出後、RTLPCRにてmhrl、mlbLe、β・aCdnの発現量を調べた0



D．腹腔体温に対するグルコースおよび給餌の影響（図7．スケジュール5参照）

無処置群（Intactgroup）以外のマウスは、24時間の絶食後、翌日のZT5に各処置を施

した。ZT5－ZT9まで給餌した群（Food group）、5．0g／kgグルコース経口投与群

（Glucosegroup）、水経口投与群（Watergroup）、絶食継続群（Fastinggroup）、ゾン

デを挿入しただけのハンドリング群（Handlinggroup）について体温を調べた。

（7）統計解析

各ポイント間の相違を算出する際には、TurkeyKramertestにて決定した。
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ZTO　　　　　　　　　　　　　12　　　　　　　　　　　　　　24

廿廿℡
ZT6　ZT7　ZT9

サンプリング

絶食

処置 の種類

・給 餌

・5 ．0 9／k g グルコース （経 口．）

・水 （経 口．）

・ゾンデ挿入のみ
・無処置 （D a y lの絶食 もせず ）

図3．スケジュール1
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T
ZT6．5

サンプリング

処置 の種類

・給餌
・0．5g／kg ，2．0g／kg or 5 ．0g／kg グルコース （経 口．）

・5 ．09／kg マンノース （経 口．）

・0．5％C M C （経 口．）

・ゾンデ挿 入のみ

図4．スケジュール2
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ZTO　　　　　　　　　　　　　12　　　　　　　　　　　　　　24

給餌　　　　　　　　　給餌

処置 の種類

・絶食 （D ay l，D a y2 ともに）

・給餌

・5．0g ／kg グルコース （経 口）

・水 （経 口）

・ゾンデ挿入のみ

・無処置 （D ay lの絶食 もせず ）

図7．スケジュール5
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1－3．結果

1・3－1．マウス肝臓におけるグルコースもしくは餌によるm助1，mlbzemRNA発現タ

イムコース

これまでの研究から、日中4時間の制限給餌によって、マウス肝臓におけるm助遺

伝子発現振動を引き起こす事が出来ることが判明している［16］。よって、一過的な給餌

による、マウス肝臓におけるm助遺伝子発現への影響を確認する事にした。

Foodgroupにおいてmlbrlは1時間後、mhzeは1時間そして2時間後において発

現の上昇が確認された（図8B）。

グルコースは餌による体内時計発振調節のための因子であるとの報告があることから

［171、一過的なグルコース投与による、マウス肝臓におけるm肋遺伝子発現への影響

を確認する事にした。

Glucose groupにおいてm助1もm伽も1時間そして2時間後において発現上昇

が確認された。またゾンデの挿入のみのHandlinggroupではm助への発現への影響

は見られなかった（図8B）。Watergroupにおいてはm助1で1時間後に発現上昇が

見られた。FoodgroupとGlucosegroupを比較すると、m月毎ゼ発現誘導において給餌

がより強い影響力を持っていることが判明した。

マウス肝臓におけるmBmallの発現においては、FoodgroupとGlucosegroupどち

らも顕著な変化が見られなかった（datanotshown）。

1・3・2．マウス肝臓におけるグルコース、マンノースもしくは　CMC　による

m助了，mjもヱゼmRNA発現への影響

図8．に示したように、Watergroupにおいて、mhz・Jで1時間後に発現上昇が見

られた。このことから、マンノースおよびカルポキシルメチル・セルローズ（CMC）のよ

うな非栄養性の化合物のm助遺伝子発現に対する影響を検討した。さまざまな用量の

グルコース、マンノースもしくはCMC投与によってm助了に発現上昇が見られた（図

9BandC）。対照的に、mPer2はGlu2．0g／kggroup（P＜0．01）もしくは5・Ogkggroup（P＜0・01）

にのみ発現上昇がみられ、MangroupおよびCMCgroupでは変化が見られなかった。

1甘3．制限給餌に伴うマウス肝臓における時計遺伝子発現の位相変化に対するグルコ

ース連日投与の影響

図8および9から、給餌およびグルコース投与によって、マウス肝臓中のmfもrJおよ

びm朗遺伝子発現上昇を引き起こすことが判明した。したがって次の実験で私たち

は、ZT5（RF開始時間）におけるグルコース連日投与が、RFにより引き起こされた時計

遺伝子発現リズム位相変化を維持するかどうか確認した。
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図10AはRFgroupの実験スケジュールを示す。RFgroupのmlbr1、m伽およ

びm月加且〃の発現ピークはそれぞれ、ZTllからZT5、ZT17からZTllそしてZT5か

らZT23へと前進した（図10B）。

図10Cは、RF後に水（Wbtergroup）かグルコース（Glucosegroup）投与を行う実験

スケジュールを示す。TW0－Way－ANOVA分析（各遺伝子中の処理Ⅹ時間コース）から、

IntactgroupとRFgroup間において、mlbz・1（F（3、28）＝15．4およびP＜0．01）、m融F（3、

28）＝21．7およびP＜0．01）およびm月加温〃（F（3、28）＝26．9およびP＜0．01）と著しく異な

る発現を示す事が判明した。したがって、RFにより時計遺伝子発現リズム位相変化が

おこった事が確認された。

同様にTwo－Way・ANOVA分析（各遺伝子中の処理X時間コース）から、Watergroupと

Glucosegroup間で、m助1（F（3、30）＝5．4およびP＜0．01）、m月ヲZdF（3、30）＝3．1およ

びP＜0．05）およびm月加胤〃（F（3、30）＝10．0およびP＜0．01）と著しく異なる発現を示す

事が判明した。GlucosegroupはRFによって引き起こされた位相を維持する傾向があ

った一方、Watergroup中の時計遺伝子発現は、Intactgroupのそれに類似することが

判った。

1・3－4．腹腔体温に対するグルコースおよび給餌の影響

Damiolaら【18】は、餌により引き起こされる熱産生が、末梢におけるRF性概日リズ

ム発振を引き起こすことができる要因1つのであることを提案した。したがってこの実

験では、グルコース投与が熱産生を引き起こすか否かを確認した。

自由摂食状態におけるマウスの体温は、夜行性動物であるため昼低く夜高い（図11

A）。ところで図11Bは、24時間絶食したマウスの体温プロフィールである。自由摂

食状態におけるマウスの体温同様に、24時間絶食したマウスの体温は、暗期前半に体

温が高いが暗期後半では急激に体温が低下した。

24h絶食マウスにおいて、ZT5に2時間給餌（Foodgroup）、グルコース投与（Glucose

group）、水投与（Watergroup）あるいはハンドリング（Handlinggroup）をそれぞ

れ行った。HandlinggroupとWatergroupにおいては体温に顕著な変化は見られなか

った（図11CandD）。Glucosegroupは、投与後におよそ1時間の体温上昇が見られ

た（図11E）。HandlinggroupあるいはIntactgroupと比較して、Foodgroupは摂食

期間に著しい体温上昇が見られた（図11fl）。

図11Gは、処理後120分間の各群体温変化を示したものである。給餌およびグルコ

ース投与によりそれぞれ約30および1．50の体温上昇が確認された。Foodgroupおよび

Glucosegroupの体温上昇と比較して、IntactgroupそしてWatergroupの温度変化は

軽微であった。
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図8．マウス肝巌におけるグルコースもしくは餌によるmPerl，mPer2mRNA発現タイムコース
マウスを24時間絶食後、ZT5に給餌（Food）、もしくはグルコース（5．0g／kg；Glucosegroup）を処置した0

同時に無処置（lntactgroup）、絶食後ゾンデを挿入しただけ（Handlinggroup）、絶食後水を投与した

（Watergroup）も用意した。マウスの肝臓をZT6（1hr）、ZT7（2hrs）、ZT9（4hrs）にサンプリングし、RNA
抽出後、RT－PCRにてmPerl、mPer2、8－aCtk7の発現量を調べた。

（A）（B）．RelatjvemRNAlevelsをおのおのmPerl、mPer2と，9－aCtk7との比として示した0
（C）．電気泳動によるmPer7、mPeJ2、クーaC伽の発現量。
・P＜0．05，・・P＜0．01vs．lntact・＃P＜0・05，榊P＜0・01vs・HandIing・＋P＜0・057＋＋P＜0・01vsWater・

（Turkey－Kramer）・
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mPeJ2

mPer7
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図9．マウス肝巌におけるグルコース、マンノースもしくはCMCによるm瑚m伽mRNA
発現への影響

マウスを24時間絶食後、ZT5ににより、グルコース（0．5g／kg，2．0g／kgor5．0g／kg；Glugroup）、

マンノース（5．0g／kg；Mangroup）、カルポキシメチルセルロース（0．5％；CMCgroup）を経口投与した。
ハンドリング（Handlinggroup）は24時間絶食後、ゾンデを挿入しただけの群である。
マウスはZT6．5にサンプリングしてRNA抽出後、RT・PCRにてmlbzj．m加、8－aCtLT2

の発現量を調べた。

（A）．電気泳動によるmfも〟、mP如ク、β－aC血の発現量。
（B）（C）．RelativemRNAlevelsをおのおのmlbzj、m朗と6－aCti77との比として示した。

＊P＜0．05，☆☆P＜0．01vs．Intact．＃P＜0．05，＃p＜0．01vs．Handling（Turkey・Kramef）．
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国11．腹腔体温に対するグルコースおよび給餌の影響

マウスを24時間の絶食後、翌日のZT5に下記に示す各群処置のいづれか1つを施した。

（B）．絶食継続群肝astinggroup）
（C）ノ＼ンドリング群（handlinggroup）

（D）．水経口投与群（Watergroup）
（E）．5．Odkgグルコース経口投与群（Glucosegroup）

（F）．ZT5からZT9まで給餌した群（Foodgroup）
（A）．無処置群（Intactgroup）も用意した
（G）．ZT5から2時間後までのポイントにおける体温変化（AT＝ZT5の体温を基準とした体温変化）

をまとめた（Intact：〇、Water：△、Glucose：●、Food：▲）。

＊P＜0．05，＊＊P＜0．01vs，Intact．＃P＜0．05，榊P＜0．01vs．Water（Turkey－Kramer）
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1・4．考察

マウス肝臓におけるm助Jおよびmjも招発現は、それぞれZTllおよびZT17と暗

期に発現ピークをもつリズムを示し、以前の報告とも一致した［16、19】。Rf’スケジュ

ール後であるDayllにおけるmlbz・1とmlbzCの発現パターンを検討すると、肝臓中

のm助Jおよびm加発現ピークは、ZT5からZTllに前進しており、以前の研究結

果【161一致した。

今回の実験では、事前に形成されたRFスケジュールによるマウス肝臓における時計

遺伝子発現位相変化が、Rfl終了後も3日間の周期的なグルコース投与により維持しう

る事が示唆された。StephenandDavidsonl17】の報告によると、RFスケジュールを施

したSCN除去マウスにおいて、RFスケジュールより8時間遅れた時間に2－3日間グ

ルコースもしくセルロース投与を行った時、グルコース投与群のみが、8時間遅れた給

餌予知行動を示す。

したがって、今回の結果と合わせて、毎日定時のグルコース摂取は、給餌予知行動お

よびm月汀遺伝子発現リズム同調を引き起こす重要な化学的信号を生産するのではな

いかと考えられる。

しかしながら、自由摂食下にて飼育された無処置マウスに、3日間定時にグルコース

投与を行っても、肝臓におけるmlbrlおよびmhze発現は変化しなかった（datanot

sh。Wn）。以上のことから、摂食後のグルコース上昇は同調因子ではあるが、単独では

末梢時計機構同調の為の十分な因子とはなりえず、一方摂食はそれのみで十分な末梢時

計機構同調因子となりうると考える事ができる。事実、摂食は身体中のグルコースおよ

びインシュリン、CCKおよびセクレチンだけでなく、ガストリンのような胃腸のホル

モンの増加および体温上昇などの複数の因子の活性化を引き起こす。

今までのいくつかの報告では、STZ投与、カブサイシン（交感神経求心路遮断薬）投与、

あるいは迷走神経切断術を行った動物においても、ほとんど正常なRF性給餌予知行動

を示した。またRF性給餌予知行動リズムあるいは遺伝子発現リズムにはインシュリン

増加あるいは副交感神経などの関与は弱いと考えられている【20、21、221。しかしな

がら、RF性給餌予知行動に伴って血清コルチコステロンレベルの上昇が見られたとの

報告がある【231。更に、副腎掃除マウスの摂食時間を暗期から明期に変えた時、末梢組

織における時計遺伝子発現変化が加速したとの報告もある。したがって、コルチコステ

ロンはRF性リズム発振にかかわる物質である可能性がある【24】。Balsalobreらは【251、

末梢組織における概日リズムがグルココルチコイドシグナリングによってリセットさ

れることを示した。しかしながら、副腎掃除によってRF性発振同調が妨げられないこ

とから［261、末梢シグナルとしてのコルチコステロン機構が中枢Rf㌧性時計システムを

伝達する可能性は少ないと思われる。以上のように給餌性リズム形成にかかわる分子機

構は不明なままである。

現在のところ、グルコース連日定時投与による、マウス肝臓におけるmfもrJおよび
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mlbMの発現同調メカニズムは不明のままである。最近、広田らは、Rat－1繊維芽細胞

においてグルコース添加により助Jと剋mRNA発現レベルが減少することを報告

したが【27】、今回の実験では、急性的グルコース投与によりマウス肝臓におけるmfbrJ

およびm胱発現は用量依存的に増加した。広田らの実験においては、助了と伽

mRNA発現レベル減少に新しいRNAおよびタンパク質合成の開始を必要としたが、

ピルビン酸合成およびNADH／NAD＋比の変化は必要ではなかった。したがって広田ら

と今回の結果の相違は、in vivoとin vitroのような異なる実験条件によってもたらさ

れたものではないかと考えられる。

今回の実験から、マウス肝臓において、RFによるm助Jおよびmfbfゼ発現位相変

化は、水投与では維持できず、またRFそしてグルコース誘導性末梢時計発振開始には、

グルコースによるm剋発現上昇が重要であるとの仮説を得た。この仮説は、近年の

m助ムm剋ノックアウトマウスによる、SCNの概日コア発振器同調もしくは光に

よる行動位相変化にはm助Jではなくm伽が必須である、という報告からも支持さ

れる【29，30】。また今回の実験では、水またはマンノース、CMC投与により、m月如ゼ

遺伝子発現には影響が無かったが、m助了の発現上昇を引き起こした。我々の研究室

では、拘束および強制水泳ストレスは、視床下部、末梢肝臓組織および室傍核において

mp如ゼ遺伝子発現へは影響を与えず、m助了の発現上昇を引き起こす事を報告した［28】。

これらの事から、投与という行為そのものによるストレスが、mfbrJ遺伝子発現上昇

を引き起こした可能性が考えられる。

SCNにおけるコア時計機構は、CLOCKとBMALlが促進因子、1bz7と　凸γが抑制

因子とされる転写ネガティブフィードバックループを形成すると考えられている

［31，32】。また、近年の報告からBMALl：CLOCKのヘテロダイマー形成は、NADHと

MPHにより促進されるが判った【33】。したがって、酸化還元状態は、肝臓のような

末梢組織のリズム発振を調節する重要な因子であると考えられる。中枢時計発振メカニ

ズムでは、mfもrJおよびm月如クなどE・Boxによって調節される時計遺伝子が、

BMALl：CLOCKによって調節されていると思われる。さらにDiaz－Munosらは、制限

給餌されたマウスにおける乳酸塩／ピルビン酸塩の異化優勢状態およびベータヒドロキ

シプチレート／アセト酢酸塩比率縮小から、肝臓新陳代謝中における細胞質の酸化とミ

トコンドリアのレドックス状態を示し、これらの変化が給餌後に逆転することを報告し

た【34】。以上の事から、今回のグルコース投与後の肝臓においては、グルコース上昇に

より細胞質およびミトコンドリア酸化還元状態が酸化に傾き、BMALl：CLOCKのヘテ

ロダイマー形成が促進され、m助Jおよびm伽の転写を促進したと考えられる（図

12）。

図11．から、絶食はエネルギー消費から暗期から明期まで低体温症を引き起こした

が、摂食もしくはグルコース投与により体温は上昇した。RFスケジュール後連日定時

的グルコース投与時にみられた位相変化維持は、摂食による熱産生が末梢概日発振に間
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接的に関与し、グルコース投与による熱産生が同様に関与した可能性も考えられる。人

間において、炭水化物に富んだ朝食ととると、高体温状態となり体内時計位相が前進す

る事も実証されている【35】。
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図12．第1章の実験結果概要


