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研究成果の概要（和文）：概日リズムと代謝恒常性の関連は深く、リズムの障害は癌、メタボリックシンドロー
ム、睡眠障害など幅広い疾患の病態生理への関与が示唆されている。本研究はT細胞が活性化する際の増殖代謝
と
概日時計の関与を検討した。野生型、Bmal1欠損マウス脾臓のCD4陽性Tリンパ球のサブセットの割合に差は見ら
れなかった。一方で、ナイーブT（Tn）細胞を単離、培養し、CD3/28抗体で刺激したところ、Bmal1欠損Tnで細胞
分裂が亢進し、細胞数の増加が観察された。また、Tn細胞の遺伝子発現を検討したところ、解糖系、グルタミン
酸化酵素の遺伝子発現の亢進を認めたほか、MYC蛋白発現がBmal1欠損Tnで亢進していた。

研究成果の概要（英文）：Circadian rhythms are heavily involved in metabolic homeostasis. Circadian 
misalignment is implicated in a wide array of pathophysiology such as cancer, metabolic syndrome, 
and sleep disruption. This study dissected whether the circadian clock controls proliferative 
metabolism in activated T lymphocytes. The proportion of splenic T lymphocyte subset population was 
comparable between the wild-type and Bmal1 knock out mice. On the other hand, when naive T cells 
(Tn) were isolated, cultured, and stimulated by CD3/28 antibody, Tn from Bmal1 knockout mice 
exhibited higher proliferative capacity and numbers of cells. Additionally, expression of genes 
encoding components of glycolysis and glutamine oxidation along with that of MYC protein was 
upregulated.

研究分野： 内分泌代謝学

キーワード： 概日リズム　概日時計　代謝　エピジェネティックス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の知見より、T細胞活性化の際の増殖代謝と体内時計が関与することが示唆されている。概日リズム異常
は、慢性炎症や自己免疫を増悪する可能性が示唆されているが、大腸癌や炎症性腸疾患、肥満や糖尿病などにお
いても、概日時計変容が関与することから、T細胞の概日時計が免疫機能を通じて消化器疾患や内分泌代謝疾患
に関与する可能性が考えられる。引き続き、今後詳細な機序を検討することによって、腸管免疫を介した炎症性
腸疾患や大腸癌、代謝疾患の創薬ターゲットを探索も目指していく方針である。

※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 
概日リズムは生体が昼夜の変化する環境に予測することで適応する代謝恒常性に重要な機構で
ある。その中心的な役割を生体時計が担っており、地球の自転に伴う光の明暗による調節を受け
ながら、約 24時間の行動、代謝、生理反応のリズムを生み出している(1)。哺乳類の体内時計の
システムは階層構造をとっており、視床下部の視交叉上核(SCN)に存在する体内時計が中心とな
り、液性因子や神経因子を介して末梢の体内時計を同期し支配している。体内時計は時計遺伝子
による転写翻訳フィードバックループにより機能しており、明期に CLOCK/BMAL1 が自らの
抑制因子である Period(Per)や Cryptochrome(Cry)を含む標的遺伝子の転写を促進し、暗期に
PER, CRYタンパク質の増加を介して転写が抑制される。この他にも核内受容体である RORや
REV-ERBが Bmal1の遺伝子発現をそれぞれ促進、抑制するフィードバック系も存在する。こ
の体内時計と代謝は深く関与していることが分かっている。明期のみに食餌摂取させると、末梢
時計の位相が中枢時計の位相と逆転することが報告されており、末梢時計の機能に栄養素が深
く関わっていることを示唆している(2)。一方で、時計遺伝子変異マウスや慢性的な時差ぼけマ
ウスは肥満、インスリン抵抗性などの代謝障害を呈し、時計遺伝子が組織特異的に代謝遺伝子を
制御することが分かっている(3, 4)。研究代表者は 24 時間空腹への肝臓と骨格筋における時間
依存的な反応に体内時計が関わっており、その遺伝子応答に組織特異性が存在することを見出
している(5)。更に、体内時計は酸化代謝における栄養利用にも関わっており、時計遺伝子は
NAD+産生を介してミトコンドリアにおける脂質酸化を促進する一方、時計の欠損は好気的解糖
系、グルタミン酸化を促進し、乳酸産生量の増加や ATP産生量の低下を招く(6)。この時計の欠
損の結果見られる代謝の特徴は癌、多能性幹細胞、活性化リンパ球などの増殖細胞に見られる代
謝を想起させ、体内時計と増殖代謝の関連を疑わせる。増殖細胞では急速な細胞増殖に伴うバイ
オマス産生のため、NAD+の消費増大と好気的解糖系、グルタミン酸化に依存した代謝を行なっ
ているが、興味深いことに、ES 細胞では体内時計の振動は得られないことが報告されている(7)。
これらの知見は体内時計と増殖代謝が関与するという仮説を支持する知見である。本研究では、
①概日時計が T 細胞の活性化の際にリプログラムされるのか。②T 細胞活性化の際の細胞増殖
代謝と転写制御に体内時計がどのように関与するのか。③腸炎や肥満モデルにおいて体内時計
が腸管 T 細胞の機能や活性化にどの程度関与するのか。本研究ではこれらを学術的「問い」と
する。 
 
２．研究の目的 
腸管免疫細胞は癌免疫、肥満、炎症性腸疾患など多くの病態生理に関与することから、免疫細胞
の代謝障害は免疫機能に影響を及ぼすと考えられる。しかし、腸管の免疫細胞における代謝がど
の程度免疫や生体の恒常性へ関与するかは未だ十分には解明されていない。ナイーブ T 細胞や
メモリーT 細胞では酸化的リン酸化が活発なのに対し、サイトカイン産生エフェクターT 細胞で
は好気的解糖系やグルタミン酸化を行うことで細胞増殖に必要なエネルギーを確保していると
考えられている(8)。例えば、MYCは T 細胞の増殖の際の同化反応へ代謝をシフトするのに関わ
ることが報告されている(9)。興味深いことに CLOCK/BMAL1はMYCと同じ E-box配列に結
合するが、癌細胞で好発現するMYCが体内時計を抑制し、代謝を好気的解糖系、グルタミン酸
化へシフトすることが報告されている(9)。本研究の目的は T リンパ球の活性化における体内時
計を介した代謝および遺伝子調節の変化を検討し、腸炎や肥満などの代謝障害における免疫機
能への関与を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
初めに T 細胞活性化と体内時計発現の関与を検討するため、8~12 週齢の Bmal1 欠損マウスおよ
びコントロールマウスの脾臓より FACS を用いて CD44 と CD62L の発現に基づいて、それぞれナ
イーブ T 細胞(Tn: CD44lo CD62Lhi)、エフェクターT 細胞(Te: CD44hi CD62Llo)、メモリーT 細胞
(Tm: CD44hi CD62Lhi)を単離し、それぞれの比率を検討する。また、Tnを抗 CD3/28抗体で刺激す
る前の細胞（resting Tn）と抗 CD3/28抗体で 24時間刺激した細胞（activated Tn）に対し、体
内時計の発現を RT-qPCR、Western blot 法で検討する。更に、resting Tn、activated Tn、Te、
Tm に対し RNA-seq(n=3)および BMAL1 の ChIP-seq(n=2)を行い、T 細胞の活性化状態に起因する
転写調節と BMAL1のクロマチンにおける genome wide occupancyを検討する。これらの細胞で
酸素消費量(OCR)、細胞外液酸性度(ECAR)、NAD+/NADH 比を測定し、体内時計の欠損が各々の T 細
胞に与える代謝変化を検討する。更に代謝フラックスを検討するため、[3-3H]-glucoseで解糖系
を、[9,10-3H]-palmitic acidで脂質酸化を、[U-14C]-glutamineでグルタミン酸化を、[2-14C]-
pyruvateでピルビン酸の酸化を評価する。また Forskolinによる synchronizationを行い、6時
間ごと 48時間に渡り時計遺伝子の振動を RT-qPCR、Western blot 法で検討する。 
これらの結果から、T 細胞が活性化する際の増殖代謝において体内時計のリプログラミングがク
ロマチンレベルでどのように関与するのかについて明らかとなる。 



 

 

 
４．研究成果 
T 細胞が活性化する際の増殖代謝と概日時計の関与を検討するため、最初に脾臓における CD4 陽
性 T リンパ球のサブセットの割合において、概日時計が関与するかどうか検討を行った。8~12
週齢の Bmal1 欠損マウスおよびコントロールマウスの脾臓よりセルソーターを用いて CD4 陽性
CD25 陰性の細胞分画を単離し、更に CD44 と CD62L の発現に基づいて、ナイーブ T 細胞(Tn: 
CD44lo CD62Lhi)、セントラルメモリーT 細胞(Tn: CD44hi CD62Lhi)、エフェクターメモリーT 細
胞(Tn: CD44hi CD62Llo)の割合を検討した。野生型、Bmal1 欠損マウス共に、ナイーブ T細胞の
分画は約 70％、エフェクターメモリーT 細胞の分画は約 15％であり、CD4 陽性 T リンパ球のサ
ブセットの割合に差は見られなかった（図 1）。一方で、Tn 細胞を単離、培養し、CD3/28抗体で
刺激したところ、Bmal1 欠損 Tnで細胞分裂が亢進し、細胞数の増加が観察された（図 1）。また、
Tn 細胞の遺伝子発現を検討したところ、解糖系、グルタミン酸化酵素の遺伝子発現の亢進を認
めたほか、MYC 蛋白発現が Bmal1 欠損 Tnで亢進していた（図１）。今後、他の概日時計の欠損マ
ウス脾臓の Tn 細胞についても検討するほか、トランスクリプトームや ChIP-seq による網羅的
解析も行う予定である。 
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