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研究成果の概要（和文）：マウスの飼育環境の光条件を頻繁に変更して、マウスの活動時間を変える条件での飼
育を行った。各条件での飼育を長期間飼育した結果、光同調ができないような光条件では、早期死亡個体が多
く、寿命の短縮傾向が見られた以前の研究室で得られた結果と一致した。これらのマウスでは、体内時計のリズ
ム障害が顕著に起こっていることを確認することができた。これらのマウスの肝臓と腎臓において、老化促進や
慢性炎症を示す所見が得られた。これらはシフトワーカーの健康問題としてあげられる様々な疾患と相関がある
ことが知られているおり、全身性の病態を引き起こす病因として成立するのか今後さらに検討する。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we subjected adult wild-type mice to distinct chronic 
jet-lag paradigms, 8-hour phase advance every 4 days or 8-hour phase delay every 7 days,to induce 
non-adjustive and adjustive phase shifts in the behavior. The non-adjustive for the circadian clock 
cause long-term circadian misalignment in the mice and the mice had significant early mortality, 
which is consistent with our previous study. These non-adjustive mice exhibited the disrupted 
circadian rhythm. The RNA sequencing analysis showed the activation of immune system and immune 
disease related signaling pathways in the liver and kidney. Our results underscore immune 
homeostasis as a pivotal intervention target against clock-related disorders in a lot of shift 
workers. 

研究分野：時間生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体内時計は、生命維持に必須の生理機能である。その体内時計と社会リズムとの間の齟齬が、様々な健康問題を
引き起こしている。本研究では、マウスの飼育環境の光条件を頻繁に変更して、マウスの活動時間を変える条件
での飼育を行った。各条件での飼育を長期間飼育した結果、光同調ができないような光条件では、早期死亡個体
が多く、寿命の短縮傾向が見られた。これらのマウスの肝臓と腎臓において、老化促進や慢性炎症を示す所見が
得られた。これらはシフトワーカーの健康問題としてあげられる様々な疾患と相関があることが知られているお
り、全身性の病態を引き起こす病因として成立するのか今後さらに検討する。

※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 
大気汚染、肥満、タバコ、ストレス、母体アレルギー・炎症性疾患（喘息、アトピー性皮膚炎、
リウマチなど）、母体感染サイトメガロウイルス、風疹、インフルエンザなどを起因とする妊娠
初期における胎盤の炎症が、胎児の脳発達を障害して、自閉症スペクトラム（ASD）や統合失調
症を引き起こす可能性があることが繰り返し報告されてきた（Angelidou et al., 2012）。 
 これらに共通してみられるものとしてあげられるのは、妊娠初期における胎盤の炎症である
（Angelidou et al., 2012）。母体胎盤の炎症が、胎児脳形成に影響しうる可能性が指摘されてい
る。また、アカゲザル（Rhesus Monkey）を使った実験で、妊娠中期よりも妊娠初期における
炎症が、自閉症様の症状を引き起こしやすいことも報告されている（Bauman et al., 2014）。最
近では、炎症により、免疫系の異常が起こり、胎児脳形成異常へと繋がるメカニズムとして、胎
盤内の Th17 細胞の IL-17 分泌の活性化が誘導され、胎盤を通って胎児脳内に入った IL-17 が
胎児脳の発達を阻害することが報告された（Choi et al., Science 2016）。これらの精神神経疾患
には、共通して、睡眠覚醒の異常も観察されているが、その因果関係は不明である。睡眠覚醒異
常は、体内時計の乱れに起因する可能性が高い。 
 これらの精神神経疾患には、同時に、体内時計の異常（睡眠覚醒の異常）も観察されているが、
その因果関係は不明である。ヒトを含む多くの生物は、体内に「１日」を刻む内因性の時計（体
内時計）を持つ。１細胞・組織・生体レベルと、階層縦断的な制御システムである体内時計は、
遺伝子の複雑なネットワークを俯瞰的に制御する仕組みといえる。しかも、このような生体制御
の仕組みは、他に例がない。これまでに、申請者らは、精神神経疾患における睡眠障害と体内時
計の関係についても注目し研究してきている（Tsuchiya et al., 2014）。睡眠障害が合併する確率
が高いことが臨床的に知られている、自閉症の一種である Rett 症候群は、MeCP2 遺伝子の変
異が原因の多くを占めていることがわかっている。申請者らは、MeCP2 遺伝子をゲノム編集技
術 CRISPR/Cas9法で欠失させた Rett症候群モデルマウスで、体内時計の中枢である視交叉上
核（SCN）で体内時計のリズム出力が低下していることを報告し、Rett 症候群患者の睡眠障害
は体内時計の異常による可能性を示した（Tsuchiya et al., 2014）。 
一方で、炎症作用によって、体内時計が乱されるということが複数の研究グループによって報
告されている。例えば、胎児期炎症が、成獣の体内時計に持続的な影響を与えるといった報告や、
遺伝子レベルでは、炎症が一過性に時計遺伝子の発現を抑制すること（Okada et al., 2008）な
どである。成獣への炎症暴露が、体内時計の精確な振動機構をつかさどる時計遺伝子 Per の発
現を大きく抑制し、炎症曝露のみで、体内時計が乱されるという報告もある（Okada et al., 2008）。
しかしながら、逆に、体内時計の乱れから、免疫系の異常が起こるという報告は、数多く存在す
る（Mendez-Ferrer et al., Nature 2008; Yu et al., Science 2013）。特に、上述した、炎症が胎
児脳形成異常へと繋がるメカニズムとして、胎盤内の Th17細胞の IL-17分泌が胎児脳の発達を
阻害するという報告に対して（Choi et al., Science 2016）、時計遺伝子が免疫細胞 Th17細胞の
分化や機能発現をコントロールするという報告もあり（Yu et al., Science 2013）、密接な関連が
予想される。 
 
２．研究の目的 
上述したように、多くの研究報告が徐々に蓄積されてきてはいるものの、単発的なものであり、
体内時計の乱れと炎症反応に関して、統合的な理解には至っていないと考えられる。本研究では、
これらの研究報告を統合し、そこから浮かび上がるシステムに、複雑系としての疾患を説明しう
る主要要因を見つけ出そうとする試みである。本研究では、当初、胎児の精神神経疾患の起因と
なりうる母体胎盤の炎症が、体内時計の乱れによって増幅されうるかを検証することを目的と
していたが、まとまった数を用意しやすい成獣マウスにおいても行い、飼育環境の構築と光環境
条件の検討した。  
  
３．研究の方法 
 飼育環境の光条件を頻繁に変更して、妊娠マウスの活動時間を変える条件（CJL 条件）での飼
育を行い、母体の胎盤にみられる炎症、母親及び新生児の体内時計を観察する予定であったが、
まずは、纏った数を用意しやすい成獣マウスを用いて、実験設備の構築、実験条件の検討を行っ
た。倫理的見地から、急激な体重変化が見られた場合等のエンドポイントを設定した。その個体
の解剖・組織学的検討、遺伝子発現解析を実施する。体内時計のレポーターマウスである
PER2::Luc ノックインマウスを用いて、体内時計の乱れを発光イメージングにて観察した。 
 具体的には、マウスを準備し、次に示す３条件で飼育を開始する。各条件は、条件１：通常の
明暗条件（１２時間明期、１２時間暗期）、条件２（位相前進）：CJL 条件（４日に一度８時間ず
つ明暗周期が早く始まる）、条件３（位相後退）：CJL 条件（７日に一度８時間ずつ明暗周期が遅
く始まる）とした。マウスは明暗周期が早く始まるほうが、遅く始まるよりも新たな光環境に同
調するのに時間が必要である。言い換えれば、条件２は、条件３よりもシビアな CJL 条件であ
る。CJL 条件は、活動時間が自然界での昼夜のリズムと乖離してしまうシフトワークにも相当す
るため、妊婦のシフトワークが流産率を高めるという研究報告と合わせて考えると、本研究課題
の重要性が増すと考えられる。体重変化を計測するとともに、一部のマウスについては輪回し行
動を指標とした観察を行い、体内時計の状態を確認する。 



 体内時計は、時計遺伝子から構成されており、体内のほぼ全ての細胞に存在しているので、時
計遺伝子 PER2 にホタルルシフェラーゼ遺伝子を挿入したレポーター遺伝子をもつ PER2::LUC ノ
ックインマウスを用いることで、CJL 条件下で飼育したマウスの標的組織における体内時計の状
態を組織レベルで検討することが可能である。したがって、各条件で飼育した PER2::LUC ノック
インマウスから、体内時計中枢である視交叉上核をサンプリングして器官培養下にて、組織全体
の発光イメージングを行い、体内時計の状態を比較・検討した。CJL 条件により引き起こされる
変化を網羅的な遺伝子発現解析により、検討した。 

各実験条件の模式図。白四角が点灯時間帯、黒四角が消灯時間帯を示す。白と黒のブロックを合
わせた一列（８時-８時）が１日を意味する。マウスは暗期に活動するため、黒四角で示した時
間帯でマウスを活動させる条件である。 
 
４．研究成果 
「体内時計の乱れ」から「炎症反応」への関係を調べた。マウスの飼育環境の光条件を頻繁に
変更して、マウスの活動時間を変える条件(CJL 条件)での飼育を行った。炎症反応にターゲット
を絞っていたが、ノンバイアスな解析をまず行うこととした。倫理的見地から、急激な体重変化
が見られた場合等のエンドポイントを設定し、その個体の解剖・組織学的検討を実施した。各条
件での飼育を長期間飼育した。条件１：通常の明暗条件（１２時間明期、１２時間暗期）、条件
２（位相前進）：CJL 条件（４日に一度８時間ずつ明暗周期が早く始まる）、条件３（位相後退）：
CJL 条件（７日に一度８時間ずつ明暗周期が遅く始まる）とした。 
条件２（位相前進）においては、行動リズムが大きく乱れ、マウスが適応できないことが確認
できた。一方で、条件３（位相後退）においては、７日間のうちに行動リズムは適応できる条件
であることが確認できた。 
さらに、広く体内時計研究領域で使用されている、体内時計のレポーターマウスである
PER2::LUC ノックインマウスを用いて、体内時計の中枢として考えられている視交叉上核（SCN）
における体内時計の発光リズムを観察した。その結果、条件２（位相前進）においては、SCN の
発光リズムが大きく乱れ、体内時計に障害が起こっていることを確認することができた。一方で、
条件３（位相後退）においては、行動リズムの結果から予想されるように、SCN の発光リズムは
大きく乱れておらず、条件１の通常の明暗条件で飼育したマウスと同程度に振動していた。 
このような３条件で長期間マウスを飼育した結果、条件２においてのみ、早期死亡個体が多く、
寿命の短縮傾向が見られた。この結果は、以前、本研究室で得られた結果と一致した。体重変化
を計測するとともに、一部のマウスについては輪回し行動を指標とした観察を行い、体内時計の
状態を確認している。 
これら光の ON と OFF のタイミングの違いだけで引き起こされる生理機能の変化、個体を死に
至らしめるほどの変化は、どのようなものであるのか、さらに詳細な解析を行っているところで
あるが、RNA-seq による網羅的な遺伝子発現解析の結果、これらのマウスの肝臓と腎臓において、
老化促進や慢性炎症を示す所見が得られた。また肝臓においては、組織学的な解析も進め、慢性
炎症を示す所見を得ることができ、これらの結果と一致した（Inokawa et al., Scietific Reports 
2020, Co-first author）。このような体内時計の乱れによる遺伝子レベルの変化が、全身性の病
態を引き起こす病因として成立するのか、また、妊娠マウスで同様のことが当てはまるのか、明
らかにすることによって、シフトワーカーの健康問題としてあげられる様々な疾患を説明しう
るのか検討していきたい。 
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