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研究成果の概要（和文）：概日リズムの乱れは睡眠障害、動物の季節繁殖制御などにも深く関わるため、概日リ
ズム調節化合物創出は疾患治療や動物生産への応用が期待できる。概日リズムを駆動する時計遺伝子の振る舞い
を効率よく観察できる試験によって600以上の食品関連化合物からリズム周期を延長するferulic acidを見出
し、当該化合物はマウス睡眠覚醒リズムも制御可能であった。一方マウスへ当該化合物を投与は、シフトワーク
を模した明暗環境下での新シフトへの同調日数に対する短縮効果を示さなかった。また時計遺伝子変異マウスが
示す行動異常に対して、躁様行動を一部改善する効果が見られたものの、不安様行動での明確な改善効果は見ら
れなかった。

研究成果の概要（英文）：Drug discovery of compounds modulating the circadian rhythm could be a 
potential application for medical treatments, animal productivity etc. because the circadian rhythm 
is deeply associated with phenomena such as sleep disorders and seasonal reproduction in animals. We
 found ferulic acid that lengthened the circadian period out of more than 600 food-related compounds
 with an experiment that we can monitor the expression of a clock gene that drives circadian 
rhythms. It was also found that this compound could lengthen the sleep-wake cycle in mice. However, 
administration of this compound to mice did not show a reduction of days to entrain to the new shift
 under a light/dark cycle that mimics a shift-style work. The administration to ClockΔ19 mice 
partially ameliorated the manic-like behavior that this clock mutant mice indicate, but didn’t show
 the improvement of anxiety-like behaviors.

研究分野： 動物統合生理学

キーワード： 概日リズム　ケミカルスクリーニング　食品関連化合物　天然化合物　時計遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
普段我々が口にする食品に豊富に含まれる天然化合物は安全性が比較的高く日常摂取が可能である。この中から
概日リズム調節化合物を新規に見出すことができれば、概日リズムの撹乱に対する日常的な予防効果が期待でき
る。培養細胞を用いた実験を通して発見した当該化合物は、マウスの睡眠覚醒リズムにも影響を与えることがわ
かった。種々の疾患モデル動物では当該化合物の明確な症状改善効果は見られなかったが、今後当該化合物の作
用機序を明らかにすることは、どの疾患に有効かを理解するための重要な知見となる。また見出された作用機序
が新規であった場合、従来とは異なる新規な概日リズム発振機構を発見できるため学術的な展開も期待できる。

※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 
ヒトの睡眠覚醒リズムのように約 24 時間周期で変動する生理現象を「概日リズム」と呼ぶ。こ
の現象はがん、肥満や糖尿病などの生活習慣病、術後せん妄、うつ病、種々の認知症、疾患の発
症時刻などに深く関わることが知られている 1。また動物の多くは日長、すなわち光周期の変化
を手掛かりに季節変化を感知し特定の時期に繁殖を行うが、日長測時機構は概日リズムが深く
関与することが報告されている 2。したがって、概日リズムを調節可能な化合物の創製は医・薬
学的な貢献のみならず、動物の生産性を向上させるための解決策と糸口となり得る。 
これまで、既存薬ライブラリ（約 1000 化合物）のスクリーニングによってマウスの時差ボケ

様行動を改善し得る既存薬を報告した例がある 3。元来、薬の多くは天然化合物を起源にもち、
それは香料や調味料、漢方薬を例とする天然化合物も同じである。したがって、食品に含まれる
天然化合物の中から新たに概日リズム調節作用を持つ化合物を同定できれば、食品は比較的安
全性の高いものが多いためにヒトの健康や畜産現場において、日常的な摂取により、現代社会に
特異的な概日リズムの乱れやそれにつづく様々な疾患の発症を予防あるいは動物の季節繁殖を
制御できる可能性が期待できる。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、食品関連化合物や漢方
薬を含む天然化合物のライブラリ（計 640
化合物）の中から、培養細胞を用いたハイ
スループットスクリーニングによって、時
計遺伝子発現リズム調節作用を示す化合物
を選抜する。選抜された化合物は最終的に
マウスへ投与し、マウスの回転輪活動を元
にした行動リズムに及ぼす影響を評価する
ことで、哺乳類個体レベルにおいて概日リ
ズム調節作用を示す天然化合物の同定を目
的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）概日リズムの中核機構を構成する時計遺伝子 Bmal1 の転写活性を生物発光としてモニタ
ーできるBmal1-dLuc U2OS cellsを用いた時計遺伝子転写活性発光測定システムを基盤技術とし、
384-well plate を用いて化合物投与後の発光リズムを測定する。1 次スクリーニングでは 2 濃度（1 
M, 10 M）の条件で実施し、そこで選抜された化合物は 8 濃度の条件で各化合物が示す効果の
濃度依存性を評価する。 
（２）選抜化合物について、概日リズム中核機構を構成する時計遺伝子 Per2 の転写活性をモニ
ターできる mPer2Luc knockin マウス由来の組織培養系によって、臓器・組織レベルでの評価を実
施する。末梢組織として肺組織を用い、そこで効果を示した化合物は中枢神経系への作用を評価
するために、概日リズムのペースメーカーを担う脳領域、視交叉上核（SCN）を含む脳スライス
で同様の評価を実施する。 
（３）効率よく動物個体行動レベルを評価できるアッセイ系として、96 匹のゼブラフィッシュ
稚魚の自発活動量を同時に測定できるシステムを用いて、化合物の行動リズムに及ぼす影響を
評価する。時刻の手がかりがない恒暗条件下において化合物投与中の自発活動量から行動リズ
ムを評価し、行動の概日リズムに対して調節作用を示す化合物を選抜する。 
（４）マウスの回転輪活動を指標とした哺乳類個体の行動リズムに与える影響を評価するため
に、先と同様時刻の手がかりのない恒暗条件下で化合物を混餌投与し、回転輪活動を記録する。 
（５）マウスの行動リズムで概日リズム調節作用を示した化合物の混餌投与条件下において、化
合物が①ヒト社会におけるシフトワークを模した明暗サイクル環境下で新規明暗サイクルへの
同調に必要な日数を短縮しうるかどうか、②一部、ヒト双極性障害における躁状態と似た行動を
示す時計遺伝子変異マウス（Clock19マウス）において、躁様行動に関係する行動を改善しうる
かどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
（１）1 次スクリーニングを実施し
た結果、全 640 化合物のうち、約
6.5%で周期延長効果、約 2%で周期
短縮効果、約 1.3%で位相後退効果
がみられた。ここで効果がみられた
化合物のうち、効果の大きさ・新規
性・食品としての利用可能性の観点
から選ばれた 31 化合物について効
果の濃度依存性を検討した。その結
果、その約半数で効果の濃度依存性
を確認できた。その中には周期延長作用を示した ferulic acid（FA）が含まれていた（図２）。 

図１．概日リズム調節化合物同定までの主の流れ 

図２．Ferulic acid は U2OS cell において濃度依存的な概日リズム
周期延長作用を示す 



（２）濃度依存性が確認できた化合物について、
mPer2Luc knockin マウス由来の肺組織を用いて、組織
レベルで観察される時計遺伝子の概日リズムに与え
る影響を検討した。その結果、当該化合物は肺組織の
他（図３上段）、脳の視交叉上核（SCN）を含んだ脳
スライスにおいても有意な周期延長作用を示した（図
３下段）。 
（３）この化合物について、恒暗条件下で観察される
ゼブラフィッシュ稚魚の行動の概日リズムに与える
影響を検討したところ、当該化合物は稚魚が示す行動
リズムの周期に対しても有意な周期延長作用を示す
ことが確認された（図４上段）。 
（４）次に、1%および 2%の当該化合物含有
餌をマウスに各濃度 1 周間継続して与えた
ところ、2%で有意な周期延長作用が確認さ
れた。以上より、培養細胞をハイスループッ
トスクリーニングによって食品関連化合物
群の中から、マウスの行動リズムに対して、
混餌投与下で行動の概日リズム周期を延長
する化合物を同定した（図４下段）。 
（５）マウスの行動リズムで有意な周期延
長作用を示した当該化合物 4%（w/w）の混
餌投与条件下において、当該化合物が①ヒ
ト社会におけるシフトワークを模した明暗
サイクル環境下で新規明暗サイクルへの同
調に必要な日数を短縮しうるかどうか、②
一部ヒトの双極性障害における躁状態と似
た行動を示す時計遺伝子変
異マウス（Clock19マウス）
において、躁様行動を改善
しうるかどうかを検討し
た。シフトワーク実験にお
いては、明確な同調日数短
縮効果を観察することがで
きなかった（図５）。躁様行
動を評価するために、マウ
スの不安様行動を評価する
明暗箱試験、高架式十字迷
路試験、マウスのうつ・躁状
態を評価する強制水泳試験
を実施した結果、強制水泳
試験において、Clock19マウ
スが示す短い不動時間（躁様行動）を長くする傾向が見られた一方、明暗箱試験や高架式十字迷
路試験においては、当該マウスは野生型マウスと比べて明確な不安様行動の亢進が見られなか
ったため、化合物の効果を評価することができなかった。 
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図３．Ferulic acid は肺組織、SCN 含有脳組
織において概日リズム周期延長作用を示す 

図４．FA は恒暗条件下でゼブラフィッシュやマウスの
行動リズムの周期を延長させる 

図５．FAは位相を８時間後
退させた新規明暗サイクル
への同調能力を亢進させな
かった 

図６．FA は時計遺伝子変異マウスが示す躁様
行動を部分的に改善する効果を示した 
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