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研究成果の概要（和文）：食品成分が体内で機能を発揮する過程に関与している様々な因子が刻んでいる日周リズムに
ついて、文献学的かつマウスを用いた動物試験により追跡し、そのデータベースを構築した。次に、体内で刻まれてい
る様々なリズムが、光暴露や単独隔離ストレスのような外的因子によって影響を受ける可能性を得た。さらに、アント
シアニン等の食事成分の体内への吸収パターンが摂取時刻によって異なることを示した。

研究成果の概要（英文）：Circadian profiles, for example typical clock genes such as Bmal1, Clock and Cry, 
and transporter genes such as Sglt1, Pept1 and Mdr1, existing in the liver and small intestine were 
analyzed in mice. Following, database about circadian system regulating bioavailability of food factors 
were summarized. These circadian system including clock genes was affected by the environmental factors, 
for example nocturnal light and isolation stress exposure into mice. Furthermore, the effects of 
consumption timing at active- or inactive-phase on bioavailability of bilberry anthocyanins were 
evaluated. Their gastric emptying rate was significantly faster upon administration at the active-phase 
than that of the inactive-phase. Their amounts appeared in the plasma suggested also different 
time-dependent property, implying that the intensity of beneficial effects of anthocyanins might be 
different in the alimentary canal and/or physiological environment according to their consumption timing.

研究分野： 時間機能性食品学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒトや実験動物をはじめとする生物の体

内では、多くの生体機能、例えば、睡眠/覚醒、
神経活動、ホルモン分泌、体温、酵素活性に
約 24 時間周期のリズム（概日リズム）が認
められている。ところが、夜行性であるマウ
スなどの実験動物を用いた多くの食品成分
の有効性評価（in vivo 試験）は、生体の概日
リズムを考慮に入れて実施されてこなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
上述のような背景から、in vivo 試験で得ら

れる食品成分の機能性を見誤らない為にも、
我々が食品を摂取する活動期、つまりげっ歯
類にとっての暗期にも休眠期と同様に食品
成分の機能性評価試験を実施していく必要
性があると考えた。そこで本研究では、機能
性食品研究の新展開の足場作りをエンドポ
イントとして、様々な生体因子、特に食品成
分の吸収・代謝に関与している酵素群（活性）
の概日リズムによって、摂取した食品成分の
生体内有効性がどのように制御されている
のかを明らかにし、その制御機構のデータベ
ースを構築するとともに、概日リズムを調節
できる食品成分を探索した。 
 
３．研究の方法 
本研究で実施した動物試験は、静岡県立大

学動物実験指針ないしは宮崎大学動物実験
指針に従って実施した。 
（１）概日リズムのデータベース作成 
摂取した食品成分が生体内で機能を発揮

する過程に関与している様々な因子が刻ん
でいる概日リズムについて、文献学的に調査
した。 
次に、吸収・代謝を司っている機構を中心

に、実際にマウスを用いた試験系により確認
した。具体的には、C57BL/6 マウス（8 週齢）
を用い、6 時間間隔で ZT6、12、18、24、6
＊に解剖に処し、採取した肝臓および消化管
粘膜細胞中の吸収・代謝に関係する遺伝子の
発現パターンをリアルタイム PCR 法を用い
て解析するとともに、血中のトリグリセリド
やコレステロールなどの脂質量、コルチコス
テロンやプラスミノーゲンアクチベーター1
（PAI-1）等の酵素量を測定した。また、解
剖前には日内の食事パターンを追跡した。 
＊ZT：Zeitgeber time の略。本研究では、12
時間の明暗サイクルに調節した室内におい
て、明期の開始時刻を ZT0 として表示してい
る。 
 
（２）外的因子が時計遺伝子に与える影響 
副腎を摘出した C3H マウスに対して、

ZT14 に光照射をおこなった。その後、継時
的に採取した肝臓中の時計遺伝子やPAI-1遺
伝子の発現量を測定した。また、血中のコル
チコステロンやPAI-1量についても継時的に
測定した。 

C57BL/6 マウスを用い、社会的単独隔離ス
トレスの負荷が、時計遺伝子やストレスマー
カーであるコルチコステロンの分泌量に及
ぼす影響を経時的に測定した。 
 
（３）摂取時刻が生体内有効性に及ぼす影響 
 C57BL/6 マウスを用い、12 時間の絶食後
の ZT0 ないしは ZT12 に等量（100 mg/kg 体
重）のビルベリーアントシアニンを経口投与
した。そして、投与直前、15、30、60、120
分後に胃および回腸内容物中のアントシア
ニン量を測定することで、胃内通過速度を測
定した。次に、血中アントシアニン量を測定
することで、摂取時刻の違いによるアントシ
アニンの生体内への吸収パターンの違いを
評価した。 
 
（４）培養細胞系を用いた食品成分が時計遺
伝子に与える影響評価 
 ヒト肝がん由来 HepG2 細胞を用い、培養
細胞系で食品成分が時計遺伝子に与える影
響を評価した。具体的には、血清を除いた培
地で 12 時間培養した HepG2 細胞に対して、
50％の血清入り培地で刺激を与えることで、
細胞内で刻まれている時計遺伝子をリセッ
トさせた。その後、生体内に存在しうる濃度
のカフェイン等の食品成分を添加し、時計遺
伝子が刻むリズムに対する影響を経時的に
測定した。 
 
（５）ヒト試験へ向けた献立開発とその利用 
臨床的に食品成分の摂取時刻が機能性に

与える影響を評価するときに重要となる食
事献立を管理栄養士とともに開発した。具体
的には、代表的な機能性成分であるフラボノ
イドをほとんど含まないが、日本人の食事摂
取基準を満たした献立 2 日分を作成し、その
献立中にフラボノイドが含まれていないこ
とを HPLC 法により確認した。さらに、開発
した献立を用いて、フラボノイド（被験成分
はアントシアニンを選定）の吸収量を調べる
臨床試験を実施、その有効性を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）概日リズムのデータベース作成 
既報を網羅的に調査し作成した食品成分

が生体内で機能を発揮する過程に関与して
いる様々な因子が刻んでいる概日リズムの
データベースを雑誌論文‐④と⑦で報告し
た。 
図 1 に、マウス消化管粘膜細胞中の時計遺

伝子やトランスポーター遺伝子の日周リズ
ムを示す。Bmal1 や Per1 のような時計遺伝
子が明確な日周リズムを刻んでおり、そのリ
ズムが既報と同様であったことから、本研究
で用いた手法で試験を行うことで、体内で刻
まれている時計遺伝子のリズムをかく乱す
ることなく臓器採取等の作業が行えること
を確認した（雑誌論文‐④）。また新たに、
有機カチオントランスポーターおよび有機



アニオントランスポーターも同様にリズム
を刻んでいることを見出した。 
 

図 2．小腸粘膜細胞で刻まれている時計遺伝子やトラン
スポーター遺伝子の日周リズム 
平均値±標準誤差で表示（n=5）。Bmal1, brain and muscle 
ARNT-like protein 1; Clock, circadian locomotor 
output cycles kaput; Per, period; Cry, cryptochrome; 
Sglt1, sodium-glucose co-transporter 1; Glut, 
glucose transporter; Pept1, peptide transporter 
proton-coupled oligopeptide transporter 1; Mdr, 
multidrug resistance; Octn, organic cation 
transporter; Oatp, organic anion transporting 
polypeptide. 
 
（２）外的因子が時計遺伝子に与える影響 
体内時計をかく乱する要因の一つに光暴

露がある。そこで、マウスに対して暗期に光
照射を行ったところ、確かに時計遺伝の発現
が上昇した（図 3）。興味深いことに、線溶系
因子である Pai-1 も上昇していたが、この上
昇は副腎摘出によって消失したことから、暗
期の光暴露は副腎を介して線溶系に作用す
ることを見出した（雑誌論文‐②）。一方、
上昇したPAI-1が睡眠に対して攪乱的に作用
する可能性は低いと考えている（雑誌論文‐
⑧）。 
グルココルチコイド（マウスの場合は、コ

ルチコステロン）は、ストレス負荷時に副腎
から分泌が促進されるため、ストレス負荷を
示唆するバイオマーカーとして利用される
ことが多い。その一方で、グルココルチコイ
ドの血中濃度は明確な日周リズムを刻んで
いることが知られている。マウスの血中コル
チコステロンを継時的に測定したところ、確
かに明確な日周リズムを刻んでいた（図 4‐
A）。そこで、軽微なストレス（単独隔離スト
レス負荷モデル、雑誌論文‐⑤）を二日間与
えた後に、コルチコステロンの日周リズムを
測定したところ、同様に明確なリズムは刻ま
れているが、特に起床直前の濃度が劇的に上
昇することを見出した（図 4‐B）。この結果
は、単独隔離ストレスのような外的因子は体

内で刻まれている日周リズムに対して影響
を及ぼすが、それは評価する時間帯によって 
異なる可能性を示唆している。 
 

図 3．暗期の光暴露が線溶系に及ぼす影響 
ZT14 から 1時間の光照射を行った後、ZT18 に解剖に処し
た。白色の背景図は疑似手術群、黄緑色の背景図は副腎
摘出群を示す。また白抜きの棒グラフは未照射群、赤色
の棒グラフは光照射群を示す。平均値±標準誤差で表示
（n=5）。＊P<0.05 vs 対照群。 
 

図 4．マウス血中コルチコステロンが刻んでいる日周リ
ズム（A）と 2日間の単独隔離ストレス負荷がそのリズム
に与える影響（B） 
平均値±標準誤差で表示（n=5）。●、ストレス未負荷の
対照群；●、単独隔離ストレス負荷群。P<0.05 vs 対照
群。 
 
（３）摂取時刻が生体内有効性に及ぼす影響 
被験食品成分として、代表的な機能性成分

であるアントシアニンを用い、その体内への
吸収パターンに与える摂取時刻の影響を評
価した。胃内通過速度を測定したところ、活
動期に投与した方が速やかに胃から小腸に
移動することが分かった（図5－AおよびB）。
そして、血中への移行量は、Cmax に違いは見
られないが、活動期に投与した方が、血中か 
 

図 5．ｱﾝﾄｼｱﾆﾝの体内挙動に与える摂取時刻の影響 
黄色の棒グラフは睡眠期開始時刻（ZT0）に、黒色の棒グ
ラフは活動期開始時刻（ZT12）にアントシアニンを投与
した。その後、各時間経過後に試料を回収した。平均値
±標準誤差で表示（n=5）。*各時間における明期の値に対
する有意差を示す（P<0.05、Fisher's PLSD）  
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ら速やかに消失する可能性が示された（図 5
‐C）（図書‐①）。 
その他、消化管で刻まれているペプチドト

ランスポーターの発現リズムに着目し、乳清
タンパク質について同様に摂取時刻の違い
が体内への吸収パターンに及ぼす影響を追
跡中である。本試験でも同様に、活動期の最
初に投与した方が胃内通過速度が速いこと
を示したが、予想に反して、血中への移行量
は活動期の最初に投与した方が有意に低下
するとの興味深い知見を得ている。現在、そ
の機序について解析中である。 
 
（４）培養細胞系を用いた食品成分が時計遺
伝子に与える影響評価 
HepG2細胞に50％血清ショックを与えるこ

とで、BMAL1 等の時計遺伝子のリズムをリセ
ットできることを確認した。その後、カフェ
インやテアニン等の食品成分が時計遺伝子
の発現に与える影響を追跡したところ、体内
に存在しうる濃度のテアニンが時計遺伝子
の発現に作用する可能性を示すデータを得
た。 
 
（５）ヒト試験へ向けた献立開発とその利用 
摂取時刻が食品成分の機能性に及ぼす影

響を臨床的に調べるときに有効な食事献立
を開発した。具体的には、本研究で被験成分
として選定したアントシアニン等のフラボ
ノイド類を含まず、かつ日本人の食事摂取基
準を満たした献立である（雑誌論文‐⑥）。
さらに開発した献立を用いて、実際に臨床的
にアントシアニンの吸収性を評価できるこ
とを確認した（雑誌論文‐①）。 
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