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研究成果の概要（和文）：我々の体内時計は 24 時間よりずれており 24 時間に合わせる機構と

して同調がある。同調刺激には光と食事が重要であることが分かっている。そこで、マウスを

用い、朝・昼・夕食のいずれが、同調刺激として有効であるか、また、食事の内容によって同

調刺激に差が見られるか否かについてマウスを用いて調べた。その結果、長い絶食の後の食

餌（ブレイクファスト）が、血糖値を上げ、インスリン分泌を引き起こしやすい食事内容

が体内時計を同調させやすかった。
研究成果の概要（英文）：Circadian clock is entrained by light as well as by fixed feeding. In
this project we asked which mealtime is key for entrainment, and what kind of food is good
entrainment. Breakfast (feeding after long-long starvation) rather than other mealtimes
could entrain the liver clock. Among nutrients of food, easily digestible cornstarch had
stronger entraining force through high insulin secretion. The preset results suggest us
digestible starch for breakfast is good maintenance of circadian rhythm.
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１．研究開始当初の背景
体内時計は発振、24 時間に合わせる同調、時
計信号の出力という要素から成りたってい
る。この中で同調は光によるものと、食事に
よるもとに大別される。光は視交叉上核の時
計を同調させるが、食事は末梢時計を同調さ
せることが知られている。人を含む動物は、
光刺激と食事刺激の両方の同調刺激を受け
取り、この両者によって体内時計を同調させ
ていると思われるが、その詳細は不明である。

２．研究の目的
今回、特に食事同調における食事時間の問題、
つまり（１）朝・昼・夕のいずれの食事が同
調に重要であるかを明らかにする。（２）食
事時間の重要性が解決できたとしても、同調
効果として食餌量を明らかにする。（３）マ
ウスの食餌成分は、炭水化物、たんぱく質、
脂質、ビタミン、ミネラルから成り立ってい
る。どのような食餌の栄養成分が同調に重要
であるかを明らかにする。
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３．研究の方法

肝臓の Per2 時計遺伝子発現リズムをモニ
ターするために、Per2::luciferase マウスを
Takahashi のグループから入手した。このマ
ウスを ICR 系のマウスと交配させ、F1 世代を
得た、おもに雄を用いて実験を行った。動物
飼育室は 8:00 点灯、20:00 消灯の明暗条件と
し、時間生物学の慣例にしたがい、８:00 を
ZT0、20:00 を ZT12 と表し、このマウスを ex
vivo で観測しているときは、８:00 を pZT0、
20:00 を pZT12 と表した。

通常食は、オリエンタル酵母社の MEQ を用
いた。飼料の栄養成分を変更する実験では、
通常食は AIN-93M とした。また、それぞれの
栄養成分を増減した飼料を用いた。さらにコ
ーンスターチを他のスターチに置換する実
験では、試薬特級のでん粉を用いた。

ホタルは発光酵素であるルシフェラーゼ
（luciferase）が発光基質であるルシフェリ
ン（luciferin）を酸化することによって自
ら発光する。このシステムを遺伝子のリズム
解析に応用したのが、本研究で使用した実験
系であるルミサイクル（ActiMetrics 社）で
ある。Per2-luc K.I.マウスは前述したよう
に、Per2 遺伝子にルシフェラーゼが含まれる
ため、ルシフェリンを加える事により、Per2
遺伝子の発現リズムを発光リズムとして観
測するために、非常に高感度な光電子増倍管
（Photo multiplier tubes ; PMT）を用いた。
ルミサイクルとはこの PMT を 4つ備えたシス
テムであり、培養組織が生存している限り、
リアルタイムなリズムの測定が可能である。
本研究では、ZT3 にサンプリングされた末梢
組織（肝臓）をルミサイクルの設置された
37℃のインキュベーター内で培養し、Per2 遺
伝子の発現リズム（発光リズム）を解析した。
解析には、計測データ（RAW データ）から 24
時間分の移動平均値を引くディトレンド処
理を行い、その後 2 時間分の移動平均値で平
滑化する平滑化処理を行う。この波形データ
の発光値の peak 値を算出し、データを比較
する。また、peak1 の値が前進したか後退し
たかを評価の基準とした（位相の前進・後退）。
末梢組織培養における Per2-luc 発光プロフ
ァイルはサンプリングによる影響をほとん
ど受けず、サンプリング時のマウスの組織で
の Per2 遺伝子発現の位相にほぼ正確に対応
している。

一般的に、制限給餌（Restricted Feeding ;
RF）とは、強制的に食事のできる時間帯を定
め、その時間帯以外は餌を与えないことであ
り、決められた時間帯のみ餌が提示される。
前述した通り、餌を与える時間帯によって、
末梢組織の時計遺伝子の位相が変化するこ

とが知られており、主観的昼（ZT0-12）の時
間帯における RF では位相の前進が起こる。
本研究では、位相前進効果が見やすく、同調
しやすい、摂食行動を目で追いやすいなどの
理由から、ZT6からのRFで実験を行っている。
これは、24 時間の絶食後（前日の ZT6 に餌を
抜く）、次の日から ZT6 に餌を提示するとい
うスケジュールである。マウスがコントロー
ル食に順応させるために、実験の 4 日前に標
準食からコントロール(AIN-93M)食に切り替
えた。 コントロール食からの 24h 絶食の後
に、ZT6 にタブレットを各マウスに給餌した。
また、このスケジュールにおいて、餌の提示
時間は提示されてから 4 時間とし、RF 後に、
食糧消費量をチェックした。4 時間以内にほ
とんどのマウスは完食したが、嗜好性によっ
て完食しなかったものもいる。ZT10 までに食
べきれなかった餌は取り除き、残っている餌
が2日目に0.09g/10g BW(一日摂食量の2SEM)
以上のものは実験に使用しなかった。

また、ＤＭＨを破壊することにより、摂
食リズムをなくしたマウスを用意した。12 時
間の絶食時間を設けて餌を 1日 2食にする実
験を行った。ZT6 と ZT18 にそれぞれ 1.8ｇが
摂取できるようにした。18 時間：6時間と変
則的な絶食をおこない 1 日 2 食（1 日当たり
3.6ｇ）を与える実験を行った。この場合、
餌の量比を 18 時間絶食（朝食）と 6 時間絶
食（夕食）で（４０：０）、（３０：１０）、（２
０：２０）、（１０：３０）、（０：４０）と変
えた。

コントロール食に用いたのは、AIN-93M 調
整食(オリエンタル酵母工業社の株式会社、
東京、日本; 構成:カゼイン 14%、L-シスチン
0.3%、αコーンスターチ 15%、βコーンスタ
ーチ 47%、シュークロース 10%、大豆油 4%、
セルロース 5%、AIN-93 ミネラル MIX3.5%、
AIN-93 ビタミン MIX1%、酒石酸水素コリン
0.25%、tert-ブチル基ヒドロキノン 0.0008%)
であり、米国国立栄養研究所(American
Institute of Nutrition, AIN)から発表され
た組成が世界各国で広く使われているもの
である。

４．研究成果

(1)餌の量の検討

先行研究において、4 時間の RF がマウス肝
臓の時計遺伝子発現の位相前進に必要であ
ると報告されている。そこで、Per2::
luciferase mice (23.8±0.8 g N = 26) を
用い、24h 絶食後、4 時間の摂食量測定した
ところ、1 日目は 1.4±0.11 g/マウス(0.60
±0.040 g/10 g 体重 [BW])、 2 日目は 2.0
±0.13 g/マウス (0.85±0.047 g/10 g BW)
であった。したがって、以降全ての実験にお



いて、マウスの体重に適した用量
トを作成し投与している。 また
のスケジュールにおいては、摂食量
に肝臓の位相が有意に前進していることが
確認された。(F4,32 = 12.3, P<0.01,
ANOVA) 。

(2)RF 日数の検討

RF 日数検討のために 0.85g/10 g BW
4時間(ZT6-ZT10)のRFし、その
４，１４日間設けた。その結果
の位相前進には最低でも 2日必要
日間以上の RF によって位相前進
達することが解った。これは、
設定し、１４日間経過したときの
同様の値を示しているからである
て、本実験では 2 日間の RF スケジュールを
実験に採用した。AIN-93M をコントロールと
して、それぞれの栄養物のパーセント
示す。

(3)栄養素置換の効果

各栄養成分を完全置換したタブレットを
日に 0.6g/10g BW、24-h 絶食後
0.85g/10g BW の用量を RF した
は 100%のコーンスターチで観察
大豆油でも位相前進が観察されたが
は認められなかった (vs.2day fasting
P>0.05) 。100%シュークロース
ース、および 100%カゼインにおいては
前進を引き起こさなかった(P>0.0
PLSD test)。100%グルコースも
トースも位相前進を引き起こさなかったの
で、AIN-93M に含まれた他の栄養成分
することによって、初めて肝臓
前進への糖の機能が働くことが
また、4.5%ビタミンミネラル
グルコース、5%セルロースと 95%
また 4%大豆油と 96%グルコースとのの
わせは位相前進を引き起
(vs.100%グルコース P>0.05)
カゼインと 86%グルコースの組
臓の位相を有意に前進させた
コース P<0.05) 。また、コントロール
(AIN-93M)(19.9 ± 1.2 、 N=5)
(MEQ)(19.0±0.8、N=5)を与えているマウス
の肝臓の位相を比較すると両間
れなかった。 したがって、本研究
コントロール食は標準食と同等
するものと考えた。

（4）リズム位相異常マウスの
化

ところで、上記で用いた摂食のプロトコール
は、人の健康を考えた場合矛盾
りに餌を食べている時間を無理

用量のタブレッ
また、2 日間 RF
摂食量の多い順
していることが

(F4,32 = 12.3, P<0.01, one-way
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結果、肝臓の時計
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のパーセント構成を

したタブレットを初
絶食後の 2 日目に
した。肝臓の時計
観察され、同様に、
されたが、有意差
(vs.2day fasting

シュークロース、100%グルコ
カゼインにおいては、位相

(P>0.05、fisher
グルコースも 100%のフルク

こさなかったの
栄養成分を混合

肝臓の時計の位相
くことが示唆された。

ビタミンミネラル MIX と 95.5%の
95%グルコース、

グルコースとのの組み合
起こさなかった

P>0.05) 。しかし、14%
組み合わせは肝

させた(vs.100%グル
コントロール食
N=5) と 標 準 食
えているマウス
両間に差は見ら
本研究において
同等の働きを有

マウスの餌による正常

のプロトコール
場合矛盾する。普段通

無理やりに夜食

の時間帯に設定する条件になっているから
である。したがって、炭水化物
組み合わせ食が夜食として
になる。そこで次に、あらかじめ
最初の 4 時間与えることにより
ころの夕食から夜食だけ餌
する。このようなマウスを不摂生
び、これに正常な時間帯である
に餌を 1－2 日間 1-4ｇ与えると
量依存的に肝臓の体内時計
どる。この系の利点は、機能性食品
餌が、効率的に体内時計の位相
とを敏感に評価できる。また
（ピーク位相が 8-9 時）に比較
たときの位相（15-17 時）が
自由摂食時のマウスとほとんど
（図５）。実際そのようにして
変えて評価した。その結果、
は芋類のスターチより、不摂生状態
計を戻す効果が強かった。

(5)肝臓の食餌性リズム同調

1 日 2 食の実験を、ZT6,と ZT18
絶食を空けて行った。その結果
遺伝子発現のピーク時刻は
独に 1日 1食行った時の位相
という引っ張り合いが起こり
ZT12 に落ち着くことが分かった
食実験を絶食時間が18時間
この実験では視床下部のＤＭＨ
ているので、餌のリズムが消失
マウスはそれぞれ 18 時間絶食後
として、6 時間の絶食後の餌
べている。まず、朝食・夕食
にしたところ、朝食だけ食
と、同じ位置に肝臓のリズムのピークが
この比を 15：25 とし、朝食
も朝食だけの位置と同じであった
がら、10：30 と夕食の比率を
場合は夕食のみ（0：40）と同
以上の結果をまとめると、2
位相決定には絶食時間が長くて
食）が効果的であること（図
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かった。次に 1日 2

時間、6時間で行った。
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消失しているので、

時間絶食後の餌を朝食
餌を夕食として食

夕食の餌の比率を 2:2
食べる群（40：0）

のリズムのピークが来た。
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2 食による肝臓の
くて取る食餌（朝
図 1）、またこの作

であることが分かった。



図 1の説明。絶食時間を 16 時間：6時間とし
た 1日 2食による肝臓時計遺伝子発現リズム
のリセット効果
A は実験プロトコールを示す。括弧内の数値
は餌の比率を示す（0.45mg 餌の個数）B は実
験結果を示す。2食の位相は、ZT16 の餌に引
っ張られる。しかし夕食と朝食の比が 60：20
のときは、位相が分散してかつ、平均値は中
間地点に集まる。括弧内の数値は使用マウス
数
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