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研究成果の概要（和文）：概日リズム障害を呈する事により脂質代謝と関係の深い時計遺伝子RORA発現の日内変
動に変調を来たし，休眠期に発現抑制されるべき脂質合成を司る遺伝子の発現促進を認め，動物モデルにおいて
脂肪肝や脂質代謝異常を誘発する事が確認された。同時にsiRNAを用いてRORA発現を抑制する事で休眠期におけ
る脂質代謝関連遺伝子の発現抑制が確認され，概日リズム障害起因性NAFLDに対する新たな治療戦略に光明を見
出す事が出来た．但し，既存薬の中でRORA発現調節に関係すると考えたメラトニン／オレキシン作動薬やPPAR作
動薬によるRORA発現調節や脂肪肝改善効果は得られず，他既存薬発見や新薬開発を要する結果となった．

研究成果の概要（英文）：Irregular circadian rhythm modulated diurnal variation of the clock gene 
RORA expression which closely related to lipid metabolism. The expression of the lipid synthesis 
gene that should be suppressed during the dormant period was promoted, lead to induce fatty liver 
and abnormal lipid metabolism in animal models. It was also confirmed  the expression of lipid 
metabolism-related genes during dormancy was suppressed by suppressing RORA expression using siRNA. 
I regret to find that the melatonin/orexin agonists and PPAR agonists, which were thought to be 
related to the regulation of RORA expression, could not have the effect of regulating RORA 
expression or improving fatty liver. The elucidation of the new mechanism could reveal the new 
therapeutic strategy for NAFLD caused by circadian rhythm disorder.

研究分野： 消化器代謝学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
就労人口の約20％がシフトワーカーであり、かつNAFLD罹患率が成人の約20％である事から、 シフトワーカー
NAFLDは成人人口のおよそ5％前後（300万人強）存在すると示唆される。その他にも近年、特に都会を中心に照
明過多に伴う睡眠障害患者は急増しており、難治性である概日リズム障害起因性NAFLDも相当数潜在している事
が予想される。極度の生活習慣病と言える概日リズム障害起因性NAFLDに対し，そのメカムズムの不透明性から
これまで薬物介入は困難であったが，メカニズムの一端を解明した事により、既存薬の応用や創薬に繋げる初動
研究としての意義は大きいものと考える．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  産業の近代化に伴い，就業人口の約 20％がシフトワーカーとして就労している．シフト
ワーカーを対象とした種々の対照研究の結果，規則的な生活を営む日勤労働者と比較し同
等の運動強度とカロリー摂取にも関わらず，高血圧，肥満，2 型糖尿病，非アルコール性
脂肪性肝障害（NAFLD：nonalchoholic fatty liver disease）などのメタボリックシンドロ
ーム(MetS)発症リスクの 20−30％上昇 [Esquirol Y,et al.Chrono Inter 2009]のみならず，
国際がん研究機関はシフトワークを発がんリスクが高い危険因子とし，冠動脈疾患での死
亡リスクを見るとシフトワーカーは日勤労働者の 2 倍以上である [An Pan et al. PLOS 
2012]といった生命に直接関わる健康障害が指摘されている．ところが，シフトワーカー
は適切な運動やカロリー摂取者でも MetS を発症する為に MetS 治療の礎である食事運動
療法が無効なケースが多い．適切な動物モデルが確立されていない事に加えてヒトに対し
ても横断観察研究が主体で縦断介入研究に関する報告が殆ど無くメカニズム解明に未だ至
っていない事からテーラーメイド治療を有しておらず，現状では併発疾患に対する対処療
法が行われているに過ぎない．シフトワーカーは自分の意思に関係なく長期間半ば強制的
に従事させられ，原因からの離脱が困難な点からも国民の健康維持に貢献する為には可及
速やかなメカニズム解明や治療法の開発が急務である． 
  これまで動物脂肪肝モデルを用いたNAFLD病態メカニズム解明と治療薬開発を精力
的に行う中で，NASH 病態進展を司る重要な因子として肝における VLDL(very low density 
lipoprotein)合成障害が深く関与している事を世界で初めて証明し，肝臓病学のトップジャ
ーナルである Hepatology に報告するなど，特に NAFLD の肝臓脂質代謝を中心に研究を進
めてきた．2011 年から 2014 年まで米国 NIH へ留学し，留学先で NAFLD の遺伝的背景
を研究した際に抽出された SNPs の 1 つに時計遺伝子を認めた事から，時計遺伝子発現異
常を引き起こす概日リズム障害とNAFLDを含めた肝臓脂質代謝異常との相関性に興味を
覚え，研究着手を開始した． 
 
２．研究の目的 
  予備実験として，摂食量は一定に保った上で光の照射時相をずらす事で作成したシフト
ワーカーモデルマウスを用いて病態解析を行った所，肝内脂肪沈着の増量と NAS スコア
の上昇が認められた．その要因として，通常は活動期前半に集中する摂食活動が休眠期も
認められるなど摂食リズムが不安定化されていた事に加え，時計遺伝子の日内リズムが平
坦化され休眠期の発現量が亢進した事により，肝臓から脂質エネルギーが放出される休眠
期においても肝臓へのエネルギー取り込みが亢進している事が考えられた．摂食量は変え
ずに摂食時間を活動期に制限する事で病態の改善を認めた他，食生活スタイルの是正なし
に標的時計遺伝子の発現のみを是正する事で肝脂質代謝シグナルが改善されNAFLD病態
改善を認めた． 
  得られた知見を元に実臨床応用を目指し，2 つのテーマに焦点を絞り研究を進める．
１つ目は，シフトワーカーMetS は病態特性から消化管蠕動遅延が予想され，消化管運動
能の亢進により食物通過時間を短縮する事で NAFLD 病態改善を図る．２つ目は時計遺伝
子の発現調整に密接に関わるメラトニンの発現制御により NAFLD 病態改善を図る．いず
れも既存薬の利用が可能で開発を要しない事から，臨床への早期導入が期待出来る． 
 
３．研究の方法 
  シフトワーカー→不規則な光／摂食刺激→肝臓末梢時計の乱調→肝臓内エネルギー代謝
異常→概日リズム障害起因性 NAFLD 発症進展という機序に対し，肝臓末梢時計の是正を
目指しメラトニン発現リズムの恒常化と食物通過吸収時間の短縮に焦点を絞り研究計画を
作成した．概日リズム障害の日内メラトニン分泌リズムを測定し，メラトニンやその合成
材料である 5-THE をマウスやヒトに適切なタイミングで投与し日内メラトニン分泌リズ
ムを是正する事で NAFLD 病態改善に繋がるか検討すると共に，概日リズム障害の食物通
過吸収時間遅延を消化管運動胃排出促進剤により是正する事でNAFLD病態改善に繋がる
かに関しても，胃排出能や運動能，小腸吸収能を鋭敏に反映する[13C]オクタン酸呼気テス
ト法を用い評価する．研究が計画通りに進まない危険性を考慮し，全く異なる 2 機序によ
る機能解析と治療アプローチを同時並行で進めていく．具体的には下記に示すような方法
を計画した． 
１）メラトニン制御による概日リズム調整能と治療法の検討 
①概日リズム障害モデルマウスの概日メラトニン分泌異常の経時変化を詳細に検討．②健
常群に近似した日内メラトニン分泌曲線作成する為の至適投与量と投与タイミングを検討． 
③日内メラトニン分泌曲線を長期に是正維持する事で概日リズム障害モデルマウスの
NAFLD 病態改善作用を検討． 
④概日リズム障害ボランティアのメラトニン日内分泌を詳細検討． 
⑤倫理委員会承認後，概日リズム障害ボランティアへメラトニンサプリメント等を投与し，
健常群ボランティアと近似した日内メラトニン分泌曲線を作成出来る投与量やタイミング
を検討． 
⑥倫理委員会承認後，概日リズム障害 NAFLD 患者へメラトニンサプリメントやメラトニ



ン受容体作動薬等とプラセボを２重盲検で半年間服用して頂き，NAFLD 病態改善効果を
検討． 
２）消化管運動能の亢進による食物通過時間短縮が NAFLD 病態に果たす役割を検討 
①[13C]オクタン酸 Breath ID を用い概日リズム障害マウスの胃運動を対照群と比較．②
概日リズム障害モデルマウスに消化管運動胃排出促進剤を投与し，胃排出能の短縮を検討． 
③概日リズム障害モデルマウスを用い，食物通過時間短縮群と対照群を 24 週観察し，
NAFLD 病態改善効果を検討． 
④概日リズム障害ボランティアの胃運動能を 13C 呼気テストで検討． 
⑤倫理委員会承認後，概日リズム障害ボランティアへ消化管運動胃排出促進剤を投与し，
胃排出能を対照群と比較検討． 
⑥倫理委員会承認後，概日リズム障害 NAFLD 患者へ消化管運動胃排出促進剤とプラセボ
を２重盲検で半年間服用して頂き，NAFLD 病態改善効果を検討． 
 
４．研究成果 
１）メラトニン制御による概日リズム調整能と治療法の検討 
  はじめにマウスを用いた概日リズム障害起因メタボマウスモデルの作成に従事した．
人のシフトワーカーに近似したマウスモデルを確立する為，摂食量は一定に保った上で光
の照射時相をずらす事で代謝障害を有するよう３つのデザイン（4 日毎８時間前傾，4 日毎
８時間後傾，4 日毎ランダム変化）で病態解析を行った所，特に 4 日毎に８時間前傾モデル
において肝内脂肪沈着の増量と NAS スコアの上昇が認められた．メタボモデルが作成され
た要因としては，１）前傾する事で本来であれば休眠期の蓄積エネルギー利用（放出）を
促す代謝サイクル時に摂食活動が行われ，放出＜蓄積にシフトした事，２）活動期前半に
集中する摂食活動が休眠期も認められるなど摂食リズムが不安定化され，時計遺伝子
（RORA）の日内リズムが平坦化され，休眠期における RORA 発現量が亢進した事により，
肝臓から脂質エネルギーが放出される休眠期においても肝臓へのエネルギー取り込みが亢
進している事が考えられた．上記の根拠を裏付けるデータとして，摂食量は変えずに摂食
時間を活動期に制限する事で脂肪肝病態の改善を認めた点，食生活スタイルの是正なしに
標的時計遺伝子（RORA）の発現のみを是正する事で一定の脂肪肝病態の改善を認めた点が
あげられる． 
  次に概日リズム障害起因メタボマウスモデルを用いて脂肪肝形成のメカニズムと時計
遺伝子（RORA）の関係性について検討を進めた．活動期／休眠期におけるエネルギー代謝
に RORA 遺伝子がどう関与しているかを検討するため，正常概日リズム／概日リズム障害
マウスの RORA 遺伝子を過剰発現／発現調整なし／発現抑制し脂質代謝に与える影響を６
群間で検討した．RORA 遺伝子の発現量と肝脂肪沈着量の間に相関が認められたが事は既
報通りだが，表現型としては肝臓において PPARα, SREBP1c, Plin2, DGAT2 mRNA, 血
中において FFA, Insulin と RORAmRNA 発現量の間に正の相関が認められ , 肝臓
MTTPmRNA と RORAmRNA 発現量の間に負の相関が認められた．また正常概日リズムで
あれば休眠期に発現抑制されていた肝臓 PPARα, SREBP1c, Plin2, DGAT2 mRNA が概日
リズム障害モデルにおいて有意差をもって発現増加を示しており，siRNA を用いて
RORAmRNA 発現を抑制する事で休眠期における脂質代謝関連遺伝子の発現抑制が確認で
きた．概日リズム障害により時計遺伝子の１つである RORA の概日発現異常（特に休眠期
における RORAmRNA 発現増加）がシグナル下流の脂質代謝関連遺伝子（PPARα, 
SREBP1c, Plin2, DGAT2, MTTP）の特に休眠期における発現増加を来たし、肝臓における
脂質蓄積（エネルギー循環不全）を呈しているものと思われた． 
  時計遺伝子（RORA）の発現変化による脂質代謝障害は確認できた一方で，メラトニン
分泌の発現変化については脂肪肝モデルマウスと対照正常群との間で有意な変化を認める
ことはなく、また概日リズム障害マウスと対照正常群との間においても発現リズムの変調
は有していたものの 1 日あたりの総発現量において有意な変化を認めることはなかった。
メラトニン分泌日内リズムの変調が脂肪肝形成に与える影響を検討するため、概日リズム
障害高脂肪食負荷マウスにメラトニン投与を行い、メラトニン分泌日内リズムを正常リズ
ム高脂肪食負荷マウスに近似させ脂肪肝形成に与える影響を検討したところ、脂肪肝形成
において多少の是正は認めたものの有意差は認められなかった（P=0.223）。また概日リズ
ム障害に影響を与えている事が先の研究で確認されていたRORAmRNA 発現やシグナル下
流の脂質代謝関連遺伝子（PPARα, SREBP1c, Plin2, DGAT2, MTTP）の発現も同様に調
べたところ、メラトニン制御が直接 RORAmRNA 発現に影響を与えることはなく、下流の
脂質代謝関連遺伝子発現においても２群間で有意差を得られなかった事から、メラトニン
制御による脂質代謝／脂肪肝制御は困難である事が確認された。メラトニンと同様、睡眠



調節と脂質代謝に寄与しているオレキシンにおいても同様に検討を行ったが、こちらにお
いても有意な差を認めることは出来なかった。PPAR 作動薬として既に脂肪肝改善効果が報
告されているチアゾリジンを用いてRORAmRNA 発現に与える影響も検討を行ったが有意
差は認められなかった。既存の薬剤において時計遺伝子 RORA を調節する事ができる薬剤
の発見に至らず、今後、RORA 発現に影響を与える既存薬の発見や新薬開発が望まれる結
果となった。 
２）消化管運動能の亢進による食物通過時間短縮が NAFLD 病態に果たす役割を検討[13C]
オクタン酸 Breath ID を用い概日リズム障害マウスの胃運動を対照群と比較検討を行った
ところ、概日リズム障害群に有意な胃排泄能の遅延を認めた．この結果を踏まえ、医療機
関で就労する脂質代謝障害を有しない健常ボランティア 12 名を２群（A：日勤のみ 6 名、
B：夜勤や当直等にも従事するシフトワーカー6 名）に分け、[13C]オクタン酸 Breath ID を
用い上記マウス実験と同様に呼気テストによる胃排泄能検査を施行したところ、B 群におい
て多少の排泄遅延傾向は認めたものの、有意差は認められなかった（P=0.189）。検査日時
や[13C]オクタン酸投与量などの条件を変更し再度試みるも、概日リズム障害群において明
確な胃排出能の遅延は認められなかった。考えられる理由として、⑴マウスと比較してヒ
トの概日リズムは就労／生活環境以外の要因においても制御されており、対象者個々の概
日リズム障害の程度にばらつきを有している事が考えられた。また、⑵概日リズム障害マ
ウスモデルと比較して今回検討に協力頂いたボランティアシフトワーカーの概日リズム障
害の程度が軽い事が寄与している可能性が示唆された。タクシー運転手や消防署勤務者、
海上自衛隊船内勤務者など、より顕著なシフトワーク業務に従事している対象者での検討
が望まれる。 
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