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研究成果の概要（和文）：我々は夜間術前12時間絶食が肝虚血再灌流障害（IRI）に対し強い抑制効果を持つこ
とを報告した。一方で生物には“概日リズム”が存在し、日中と夜間で各種の代謝産物の量が変動する。今回、
絶食と虚血のタイミングがIRIに与える影響を検証した。
絶食とIR刺激の介入を夜間と日中の2群に分け、絶食の有無を含めた4群のマウスで肝酵素・組織所見・PCRによ
る比較検討した。12時間絶食は日中・夜間において自由摂餌群と比較し肝IRIを有意に抑制したが、夜間絶食で
より高い効果を認めた。夜間12時間絶食の効果を再現する目的でメタボローム解析を行い、候補物質として5-ア
ミノレブリン酸(ALA)を同定し効果を検討している。

研究成果の概要（英文）：We confirmed that preoperative 12-hour fasting at night strongly attenuated 
liver ischemia-reperfusion injury (IRI). On the other hand, “circadian rhythm” exists in living 
organisms and the amounts of metabolites fluctuates between daytime and nighttime. In the present 
study, we tested whether the timing of fasting or ischemia affected liver IRI.
Liver enzymes, histological findings, and PCR analysis were compared in four groups of mice; daytime
 IR without or with fasting at night, nighttime IR without or with fasting in the daytime. 
Twelve-hour fasting suppressed liver IRI, compared to the free-feeding group both during the day and
 at night, but the inhibitory effects of fasting on liver IRI were more significant in fasting at 
night. With the aim of reproducing the effects of 12-hour nocturnal fasting, a metabolomic analysis 
of liver tissues was performed. As a candidate substance, 5-Aminolevulinic Acid (ALA) was identified
 and the effect has been examined.

研究分野： 肝臓外科
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ブリン酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウスの肝温虚血再灌流障害モデルを用いた実験系で、12時間絶食の介入が強力な肝虚血再灌流障害の抑制効果
を発揮することを解明した。しかしながら、ヒトへの応用を考えると、肝硬変を背景にもつ患者が多い肝臓外科
手術において、絶食を臨床適応することは難しい。今回、概日リズムが肝虚血再灌流障害に及ぼす影響を検証し
たが、一定の見解は得られなかった。しかし、抑制効果が著明であった夜間12時間絶食後の肝臓の代謝産物を検
討することで、絶食状態に近い効果を発揮する物質を見出した。負担の少ない介入で、術後肝機能障害を予防す
ることができれば、根治性の高い手術を、より回復しやすい状態で行うことが可能になる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
マウスの肝温虚血再灌流障害モデルにおいて、術前

12 時間の絶食は肝虚血再灌流障害 (Ischemia 
repurfusion injury：IRI)を著明に抑制することを報
告した（図 1：Miyauchi T, Uchida Y, Kadono K, et 
al. Up-regulation of FOXO1 and reduced 
inflammation by β-hydroxybutyric acid are 
essential diet restriction benefits against 
liver injury. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2019;116(27):13533-13542.)。 
虚血再灌流(IR）刺激は肝障害を引き起こすが、刺

激前の絶食処置は肝障害を有意に抑制する。 
図 1：絶食有無による肝虚血再灌流障害 
 

実臨床においては、ヒトの肝臓外科手術および肝移植時には肝 IRI は不可避であり、術後肝機
能障害の要因となる。しかしながら、背景肝には肝硬変を伴うことが多く、周術期の絶食管理は
好ましくない。 
 
２．研究の目的 
術前 12 時間絶食は前日晩からの術当日朝にかけての夜間絶食処置としてきたが、介入タイミ

ングが日中と夜間とで変化するか、変化した場合にはどのような機序によるものかを検証する。
さらに、より効率的なヒト肝臓手術時の周術期管理を見出すことを目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）野生型マウスを用いて、（A）自由摂餌＋日中 IR 群（B）夜間 12 時間絶食＋日中 IR 群（C）
自由摂餌＋夜間 IR 群、（D）日中 12 時間絶食＋夜間 IR 群の 4群（n = 6）に分けて実験を行っ
た。肝温虚血再灌流モデルとして、IR 刺激（70％部分肝虚血 1 時間）を加えて、再灌流６時間
後に血液および肝組織サンプル回収した（図 2）。 
 

図 2:研究プロトコール 

 
 
（2）概日リズムの分子機構の解明が進み、特に Bmal-1・CLOCK・Period(Per1,Per2)・CRY は、
概日リズムの発振において中心的役割を持ち、その下流の遺伝子の発現をリズミカルに制御し
ている。 
上記サンプルを用いて、概日リズム遺伝子に関する PCR 解析を行い、絶食および IR 刺激による
肝臓組織での概日リズムの変化を検証した。 
 
 
（3）各種代謝産物の変動を検出するため、肝 IRI の抑制効果をより強く認めた夜間絶食に焦点
を置き、夜間 12 時間絶食の有無、IR 刺激の有無による 4群に分けて、モデルを作成して、肝臓
組織におけるメタボローム解析を行った。 
 



４． 研究成果 
 
（1）短時間絶食 12 時間後に IR 刺激（70％部分肝虚血 1時間）を加えて再灌流６時間後におけ
る血中肝酵素(AST,ALT)は、絶食のタイミングが日中でも夜間でも絶食介入により有意に抑制し
た(図 3)。しかし、自由摂餌群同士、絶食群同士の比較では肝酵素の差異は有意ではなく、絶食
タイミングの違いによる肝酵素の変動は確認できなかった。 
 
    図 3 血中 AST および AST 値（各群 n=6, * p<0.05） 
 

 
 

図 4 マウス概日リズム 
（2）マウスの概日リズム遺伝子の発現は、中枢
の視交叉上核の支配を受け、深夜から早朝にか
けて Bmal-1 および CLOCK の産生を増加させ、
更にその Bmal-1、CLOCK が結合して、CRY、Per
をポジティブフィードバックにより増加させ
る。増加した CRY、Per は Bmal-1、CLOCK の産
生をネガティブフィードバックにより減少さ
せる。これらを 24 時間周期で繰り返すことで
組織における概日リズムは形成される（図 4）。 
 
 
                                                 図 5:心筋梗塞発症時間と血中 CK 最高値 

概日リズムはレニン‐アンギオテンシン系に影響
し、血管抵抗や血栓リスクを変動させ、早朝から午
前中に心血管イベントが起きやすいとされている。
心筋梗塞においては、虚血イベントのタイミングと
梗塞範囲の影響に関して、心筋梗塞の発症時間別の
報告がある。午前 6‐12 時に発症した場合には CK 上
昇および梗塞範囲は最大となり、午後 0-6 時に発症
した場合にCK上昇及び梗塞範囲は最少となる（図5: 
Suárez-Barrientos A, López-Romero P, Vivas D, 
et al. Circadian variations of infarct size in 
acute myocardial infarction. Heart. 
2011;97(12):970-976.）。 
 
 
 
概日リズムと手術成績に関する研究では、心臓弁膜症に対する手術成績は、午後手術群におい

て、午前手術群と比較して有意に心筋障害を反映するトロポニン T上昇が少なく、術後合併症も
少ないことが報告されている(Montaigne D, Marechal X, Modine T, et al. Daytime variation 
of perioperative myocardial injury in cardiac surgery and its prevention by Rev-Erbα 
antagonism: a single-centre propensity-matched cohort study and a randomised study. 
Lancet. 2018;391(10115):59-69.)。それ故に、絶食介入は概日リズム遺伝子発現を変動させる
可能性が考えられた。 
 



実際の肝組織サンプルで概日リズム遺伝子の PCR を行った結果を示す。Bmal-1、CRY は上昇し
たが、Per1,2 には明らかな差異はなく、通常の制御状態とは異なる推移を示した(図 6)。すなわ
ち、本来パラレルで上下変動する Bmal と Clock、Period1/2 と Cry はそれぞれ絶食で違う挙動
となった。事前の 12 時間絶食の介入は、単純に体内の概日リズムの時間をずらして遺伝子発現
量を変えるのではなく、概日リズム遺伝子の挙動自体を変化させる可能性が示唆された。今回の
概日リズム遺伝子の PCR 解析からは、絶食が与える概日リズムへの変化を一元的に解釈するの
は困難であった。 
今回は 12 時間間隔の 2点のみの測定であり、その影響がリズムを保持したものかどうかは、

追加ポイントでの測定が必要となる。絶食により概日リズム遺伝子の発現量は影響を受けるが、
その影響は遺伝子ごとに違う可能性が考えられる。 
 
図 6：概日リズム遺伝子の PCR 解析 (各群 n=4, 有意差なし) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
以上の結果より、今回の検討では、絶食を行う時間帯の相違による肝 IRI へ及ぼす変化は著明

ではなく、概日リズムによる肝 IRI への影響については一定の見解は得られなかった。また、イ
ンスリン抵抗性に対する体内時計の関与が、Cosinor analysis を用いることで解析されており
（Xie Z, Sun Y, Ye Y, et al. Randomized controlled trial for time-restricted eating in 
healthy volunteers without obesity. Nat Commun. 2022;13(1):1003.）、概日リズムの変化に
ついては、Cosinor analysis などによる評価方法を用いることで明らかになる可能性がある。 
 
 

（3）肝組織での状態変動を検証するため、抑制効果が著明であった夜間 12 時間絶食および IR
刺激有無における肝組織のメタボローム解析を行い検討した（図 7）。肝臓の代謝産物は大きく
変化しており、見出された物質として 5-アミノレブリン酸(ALA)の同定に至り、5-ALA の効果を
検証している。 
 

図 7 代謝産物の主成分分析（左） ヒートマップ（右） 
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