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研究成果の概要（和文）：不規則な明暗周期による概日時計の乱れはがんや肥満などの発症リスクを高める。本
研究では、我々がこれまでに同定してきた概日時計調節アミノ酸を用いて、慢性的時差ぼけマウスにおける情動
変化の予防効果や、時計遺伝子発現に対する負の影響を明らかにした。また、不規則な明暗周期と高脂肪食との
関連や、運動負荷による情動改善効果などを解明した。本研究により、アミノ酸栄養・食生活・運動習慣という
複合的な側面から、概日時計の撹乱予防・改善が可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Disruption of the circadian clock by irregular illumination causes many 
diseases, including obesity and cancer. Previously, we identified the functional amino acids that 
can modulate the circadian clock in mice. This study clarified that these amino acids can prevent 
the adverse effect of chronic jet lag on affective behaviors. However, they also had negative 
effects on the expression of clock genes in the liver. We also clarified the relationship between 
irregular illumination and high fat diet, as well as the effect of exercise on affective behaviors. 
These data suggest that the circadian disruption can be improved by multiple factors, including 
amino acids, diet, and exercise. 

研究分野： 動物生理学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、24 時間営業や昼夜交替制勤務が増え、
不規則な明暗周期による概日時計（体内時計）
の乱れが深刻化している。概日時計の乱れは
がんや肥満、うつ病を始めとする様々な疾病
リスクを高めるため、早急な対策が必要であ
る。 
 概日時計は栄養や食事リズムにより調節
されるため、栄養学的な概日時計の改善が可
能である。一方で、高脂肪食などの偏った食
生活は、不規則な明暗周期による概日時計の
乱れを助長する恐れがある。栄養療法と並行
して、運動による概日時計の調節を利用すれ
ば、栄養と運動の相加・相乗効果という新し
い切り口から、概日時計の総合的な調整が期
待される。 
 我々はこれまでに、マウスを用いて、概日
時計を調節できるアミノ酸を同定してきた。
これらのアミノ酸のうち、トリプトファンと
ロイシンは肝臓における Per2 などの時計遺
伝子を増加させる。Per2 は抗がん作用に関わ
ることから、これらのアミノ酸が概日時計の
乱れによる発がんリスクを改善できる可能
性がある。また、セリンは光による概日時計
のリセットを強めるため、光との協調作用に
より概日時計の撹乱を予防・改善できる可能
性がある。 
 本研究では、これらのアミノ酸を用いて、
明暗周期を乱した慢性的時差ぼけ（CJL）マ
ウスにおける概日時計の撹乱改善効果を解
析した。さらに、高脂肪食とCJLとの関連や、
運動負荷が脳機能および肥満関連因子グル
コーストランスポーター4 (Glut4) の発現に
及ぼす影響を解析した。 
 
２．研究の目的 
(1) トリプトファン、ロイシン、セリンの経
口投与がCJLマウスにおける情動行動や肝臓
における時計遺伝子・細胞周期関連遺伝子の
発現に及ぼす影響を解明する。 
 
(2) 不規則な明暗周期による概日時計の撹乱
と高脂肪食との相互作用を解明する。 
 
(3) 概日時計の振幅が弱まる短日条件におい
て、運動負荷が情動行動に及ぼす影響や、
Glut4 の発現調節機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) CBA/N マウス （雄、6 週齢）を使用した。
CJL 処理は、明暗周期を 2 日ごとに 8 時間ず
つ前進させる明暗条件を 10-20 日間継続して
行った。処理を行う１週間前から、飲水を蒸
留水あるいはトリプトファン、ロイシン、セ
リンのいずれかに変更し、CJL の間は飲水投
与を継続した。オープンフィールド試験（OFT）
で自発運動量・不安様行動を、また強制水泳
試験（FST）でうつ様行動を解析した。恒暗
条件に移した後、Circadian time (CT) 2, 10 に
肝臓を採取し、時計遺伝子（Per2, Reb-erba）

や細胞周期関連遺伝子（Wee1）の発現を qPCR
により解析した。 
 
(2) CBA/N マウスを通常餌（MF）+12L12D 群、
MF+CJL 群、高脂肪食 (HFD) +12L12D 群、
CJL+HFD 群に分けた。HFD あるいは MF を 2
週間給餌した後、CJL 処理を 10 日間行った。
恒暗条件に移し、CT2, 10, 18 に肝臓を採取し
て時計遺伝子や細胞周期関連遺伝子の発現
を qPCR により解析した。 
 
(3) C57BL/6J マウス（雄、6 週齢）を短日
条件（8L16D）で飼育した。トレッドミル走
行（1 日 1 時間、10m/分、5 日/週）を 3 週間
行い、情動行動を解析した。また、短日条件
および長日条件（16L8D）のZeitgeber time (ZT) 
1, 7, 15 に腓腹筋を採取し、Glut4 の mRNA 発
現および GLUT4 タンパク質量を解析した。
また、インスリン投与後に血糖値を測定して
インスリン感受性を解析した。さらに、トレ
ッドミル運動および回転輪運動の負荷が
Glut4 の発現に及ぼす影響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)OFT において、総移動距離（自発運動量）
や中央滞在時間（不安様行動）に CJL やアミ
ノ酸の有意な影響は認められなかった。FST
において、CJL により無動時間が有意に低く
なり (P=0.0156)、躁様行動の増加が示唆され
た（図 1）。この変化は、セリンやロイシンを
摂取したマウスでは見られなかった（図 1）。
以上の結果から、セリンやロイシンには、概
日時計の撹乱による情動変化を防止する効
果があることが示唆される。 
 肝臓における Per2 や Wee1 の発現は CJL に
より少し抑制される程度であったが、トリプ
トファンやロイシンの投与によりその抑制
が強くなった（図 2）。Reb-erba の発現は CJL
処理でわずかに発現の日内変動が増加し、そ
の増加はトリプトファンやロイシンの摂取
で大きくなった。 
 以上より、慢性的に単一のアミノ酸を摂取
することで、CJL による情動変化は改善でき
るが、肝臓における時計遺伝子の発現には負
の影響が生じることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1. CJL 処理およびアミノ酸の飲水投与がマウス
のうつ様行動に及ぼす影響, *P<0.05, Dunnett test 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 次に、近年における食の欧米化を考慮し
て、HFD 食と CJL 処理の相互作用を解析した。
HFD 食、CJL 処理ともに体重増加を促進した
が（HFD: P<0.0001, CJL: P=0.0057, two-way 
ANOVA）、二つの処理間に交互作用は見られ
なかった（図 3）。 
 通常食（MF）を給餌したマウスでは、CJL
処理により肝臓におけるRev-erba の発現のピ
ークが増加した（図 4）。一方、HFD を給餌
したマウスでは、Rev-erba 発現の日内リズム
が変化した（図 4）。肝臓における Wee1 の発
現については、MF 給餌群で CJL により発現
リズムが消失するとともに全体のレベルが
低下した（図 4）。 一方、HFD 給餌群では
発現リズムの消失が見られたものの、全体の
レベルは維持されていた（図 4）。 
 以上より、CFJL 処理が肝臓の時計遺伝子
や細胞周期関連遺伝子の発現に及ぼす影響
は、通常食の場合と高脂肪食の場合とで異な
ることが示唆される。この原因として、高脂
肪食自体が概日時計を乱す要因となり、CJL
の撹乱効果を修飾したと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) トレッドミル運動を負荷したマウスでは、
OFT における総移動距離や中央侵入回数は
変化しなかった。FST において、初回無動ま
での時間が運動負荷群で長くなる傾向が見
られ（P=0.0586, t-test）、短日条件におけるう
つ様行動の改善が示唆された。 
 腓腹筋におけるGlut4の発現やGLUT4のタ
ンパク質量は、短日条件において長日条件に
比べて低かった（Glut4: P=0.0384, two-way 
ANOVA; GLUT4: P=0.0093, t-test, 図 5）。また、
短日条件のマウスでは、インスリン抵抗性も
確認された。Glut4 の発現変化と活動量の関
連を探るため、ホームケージにおける活動量
を解析したところ、短日条件では長日条件よ
り少なかった。このことから、Glut4 の発現
変化は活動量の変化を介して生じた可能性
がある。この可能性を検証するため、運動負
荷が Glut4 の発現に及ぼす影響を解析した。
しかし、トレッドミル運動や回転輪運動の負
荷により Glut4 の発現は影響を受けなかった。
以上より、Glut4 の発現変化は、運動による
経路とは独立して日長の影響を受けること
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. CJL 処理およびアミノ酸の飲水投与がマウス
の肝臓における遺伝子発現に及ぼす影響, *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.0001, Dunnett test 

図 3. HFDおよびCJL処理がマウスの体重に及ぼす
影響 

図 4. HFDおよびCJL処理がマウスの肝臓における
時計遺伝子および細胞周期関連遺伝子の発現に及
ぼす影響 

図 5. 長日条件（LD）および短日条件（SD）にお
けるマウスの腓腹筋における Glut4 発現および
GLUT4 タンパク質量, **P<0.01, t-test 
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