
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６１１

基盤研究(C)

2014～2012

睡眠障害における生体リズム異常の分子メカニズム

Molecular mechanism underlying disturbed circadian rhythms in sleep disorder

２０３３３３５４研究者番号：

肥田　昌子（Hida, Akiko）

独立行政法人国立精神・神経医療研究センター・精神保健研究所・精神生理研究部・室長

研究期間：

２４６２１０１５

平成 年 月 日現在２７   ６   ８

円     4,300,000

研究成果の概要（和文）：ヒトの皮膚切片から培養した細胞内で時計遺伝子の発現リズム（体内時計リズム）を測定し
、体内時計リズムの周期がクロノタイプ（朝型夜型）や休日の睡眠習慣（入眠覚醒時刻）と関連した。体内時計リズム
周期の長さは個人の生物時計機能を反映している可能性がある。そこで、概日リズム睡眠障害患者を対象として体内時
計リズムを測定したところ、概日リズム睡眠障害の一つのサブタイプ患者群では健常者群と変わらないリズム周期長を
示したが、異なるサブタイプの患者群では有意に長い周期を示すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Circadian clocks regulate daily behavioral and physiological rhythms. These 
rhythms are generated by a self-sustained clock system. The circadian clock system involves 
transcription-translation negative feedback loops of multiple clock genes. Circadian rhythm sleep 
disorders (CRSDs) are defined by persistent or recurrent disturbed sleep-wake cycles and are thought to 
result from the impairment of the circadian clock system. Clock gene expression was measured in 
fibroblasts derived from healthy subjects and rhythmic expression was observed in the cells (in vitro 
rhythm). The period length of in vitro rhythm was correlated with diurnal preference and preferred sleep 
timing. Evaluating in vitro rhythm may therefore be an appropriate method to assess an individual's 
circadian clock phenotype. In vitro rhythms were measured in fibroblasts derived from patients with CRSDs 
and the circadian characteristics of in vitro rhythms were compared to the phenotypes of the patients.

研究分野：時間生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

睡眠覚醒、ホルモン分泌量、体温、気分な

どに見られる約1日24時間を周期とした日内

変動は概日リズムと呼ばれ、脳視床下部・視

交叉上核（suprachiasmatic nucleus; SCN）

に存在する生物時計（中枢時計）によって制

御されている。この概日リズムは、明暗サイ

クルや摂食タイミングなどの外因性シグナル

にリセットされて 24 時間周期の外界環境へ

同調している。生物時計システムに関わるほ

とんどの遺伝子は、中枢時計 SCN において約

24 時間の転写日周リズムを示し、この時計遺

伝子群の転写・翻訳制御に関わるフィードバ

ックループが生物時計の中核をなす。 

転写因子 CLOCK と BMAL1 はヘテロダイマー

を形成し、E-box 配列を介して DNA に結合す

ることで、時計遺伝子群である Per （Period）

1、Per2、 Per3、Cry（Cryptochrome）1、Cry2

やレチノイン酸関連核内受容体 Rorα、

Rev-Erbα などの転写を活性化する。転写翻

訳後、時計遺伝子産物 PER は CKI（Casein 

Kinase I）によりリン酸化修飾を受け、CRY

と複合体を形成し核内へと移行する。そして、

PER:CRY 複合体は、CLOCK:BMAL1 によって活性

化された自らの転写を抑制するネガティブフ

ィードバックを形成する。一方、同様に

CLOCK:BMAL1 の制御下にある核内受容体であ

る RORα と REV-ERBα は、Bmal1 プロモータ

ー上に存在する RORE 配列に結合し、RORα は

Bmal1 の転写を活性化し REV-ERBα は Bmal1

の転写を抑制することが知られている 1)。 

概日リズム睡眠障害では、睡眠覚醒サイク

ルの異常、数多くの生理機能リズムの位相異

常が認められる。また、時計遺伝子の一つ

Clock の変異動物（Clock⊿19/⊿19）は、過活動、

睡眠時間の減少といった躁病様の行動異常を

呈する。このほか数多くの先行研究により、

概日リズム睡眠障害患者では生物時計の調節

障害に加えて気分調節の異常が併存している

ことが明らかにされている 2,3)。 

 

２．研究の目的 

 

概日リズム睡眠障害は睡眠覚醒リズム異常

を主徴とし、うつ状態など気分障害を高頻度

に併発する。本研究は、概日リズム睡眠障害

患者の末梢組織を用いて、生物時計と気分調

節の両システムの機能障害に関わる分子メカ

ニズムを検証する。患者および健常被験者の

生体組織由来の初代培養細胞系で、細胞内の

時計遺伝子発現リズムをリアルタイム測定す

るシステムを利用して、概日リズム睡眠障害

に特徴的な生物時計の障害特性を決定する。

さらに、同システムを用いて生物時計と気分

調節の両システムの関わり合いならびに両シ

ステムに介在するシグナル系の存在を明らか

にする。 

 

３．研究の方法 

研究対象者： 

International Classification of Sleep 

Disorders （ICSD） 2nd edition に準じて概

日リズム睡眠障害と診断された患者（睡眠相

後退型、睡眠相前進型、フリーラン型、不規

則型睡眠覚醒）および対照者として健常成人。 

除外基準： 

重篤な身体合併症に罹患している者、神経

疾患に罹患している者、本研究の結果に影響

を及ぼす治療薬もしくは物質を摂取している

者、キシロカインに対するアレルギーを有す

る危険性が高い者、ならびに医師が対象とし

て不適当と判断した者。 

被験者のスクリーニングのため、睡眠覚醒パ

ターンや気分、日周指向性の定量評価を行う。 

ⅰ）睡眠覚醒：自記式の睡眠日誌の記録とア

クチグラフの活動量記録計による連続記

録を行う。主観的評価として Pittsberg 

Sleep Quality Index （PSQI）日本語版

を施行する。 

ⅱ ） 日 周 指 向 性 ： Horne-Oestberg 

questionnaire （ MEQ ） およ び Munich 

Chronotype Questionnaire（MCTQ）日本

語版を施行し、朝型夜型などの日周指向



性を調べる。 

 

患者および健常被験者の背部・臀部から局

所麻酔下でプランジャー付き生検トレパンを

用いて皮膚切片（直径 2mm×深さ 5mm）を採取

し、得られた皮膚生検から初代線維芽培養細

胞を樹立する。概日リポーター遺伝子

Bmal1-luc（時計遺伝子 Bmal1 プロモーター＋

ルシフェラーゼ遺伝子）を各被験者の初代繊

維芽培養細胞に導入させる。その後、37℃イ

ンキュベーター内に設置した微弱発光測定シ

ステムを用いて、細胞内のルシフェラーゼ発

光量の変化をリアルタイムに測定する。得ら

れた発光リズム（末梢時計リズム）データの

解析を行い、各被験者の概日リズム特性（周

期・位相・振幅）を決定する。患者と健常者

の概日リポーター遺伝子発現リズム特性（周

期・位相・振幅）を比較・検証を行い、患者

の障害特性を明らかにする。 

 

４．研究成果 
 

標準型生活被験者と夜型生活被験者に対し

て末梢時計リズム（図 1）を測定した。

Bmal1-luc 発現リズム周期を調べると、標準

型被験者にくらべて夜型被験者はより長い周

期を示すことが明らかとなった。さらに、

Bmal1-luc 発現リズム周期の長さは、クロノ

タイプ（朝型夜型）（図 2）をあらわす指標な

らびに休日の睡眠中点（入眠覚醒時刻の中間

点）（図 3）と有意に相関した。以上の結果か

ら、末梢時計リズム周期の長さは個人の生物

時計機能を反映していると考えられる。そこ

で、概日リズム睡眠障害患者を対象として末

梢時計リズム測定による個人の生物時計機能

の評価を試みた。 

睡眠相後退型患者群では標準型被験者群と

変わらない末梢時計リズム周期長を示したが、

フリーラン型患者群では有意に長い周期を示

すことが明らかとなった。このことから、フ

リーラン型の病態には確かに生物時計周期の

延長が関わっていると考えられる。しかしな

がら、他の生物時計機能障害が影響している

可能性も否定できない。 

 
 
図 1 末梢時計リズム 

 
図 2 クロノタイプとの相関 
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図 3 睡眠中点との相関 
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