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研究成果の概要（和文） 
マウスの給餌を明期に制限すると、空腸における時計遺伝子 Per２および糖輸送担体 Sglt1の遺
伝子の発現量は、給餌開始前後に最大となるように位相がシフトすることが明らかになった。

これらの遺伝子上への核内因子 BMAL1 およびアセチル化ヒストンの結合は、遺伝子発現の日
内リズムと対応して量的に変動していた。この結果は、小腸における糖輸送担体の発現は、食

事のリズムに依存して、時計遺伝子の発信機構を介して制御を受けていることを示唆する。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Restricted feeding schedule led to a shift of the peak of the expression of clock gene (per 
2) and a hexose transporter gene (sglt1) to just prior to the start of feeding. The 
binding of BMAL1 and acetylated histone H3 and H4 to the transcribed regions of 
these genes was associated with changes in their expressions. These results suggest 
that diurnal changes in expression of hexose transporter genes are regulated by a 
feedback loop of clock genes. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 明暗サイクルや温度変化などの地球環

境の日周的な変動に対応して、約 24 時間の

周期で自律振動する概日時計が生物学的な

日内リズムをもたらすことがよく知られる

ようになってきた。近年、時計遺伝子とその

発振に関わる多くの分子が、視交叉上核で中

枢の生物時計システムを構成するだけでな

く、肝臓、腎臓、血管および脂肪細胞など個々

の組織でもそれぞれの生理機能に最も適し

た固有の時計位相を示す末梢の時計システ

ムを形成していることが明らかにされた。す

なわち、生体を構成する細胞に共通の時計遺

伝子 Per1、Per2、Per3、Cry1、Cry2 の遺伝

子転写調節領域には共通のE-box配列がある

こと、その領域に BMAL1（brain and muscle 
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Arnt-like protein）および CLOCK (circadian 

locomotor output cycles kaput)が結合して

時計遺伝子の転写を正に調節すること、転

写・翻訳された PER および CRY タンパク質が

複合体を形成して BMAL1および CLOCKの転写

活性化を抑制すること、などが明らかとなり、

これらを組み合わせた時計遺伝子発現の負

のフィードバックループが概日リズム発振

の分子機構であることが想定されていた。 

 

(2) 報告者らは、これまで吸収細胞に特異的

に発現する膜消化酵素や吸収担体などの消

化吸収関連タンパク質群の遺伝子発現調節

因子を解析し、小腸吸収細胞は管腔内の栄養

素や食品成分に速やかに応答して、消化吸収

関連遺伝子を転写レベルで調節することを

明らかにしてきた。この管腔内栄養素という

食事由来の環境要因に対する遺伝子発現の

変動は、吸収細胞の環境適応機構とみなされ

る。しかしながら、この調節機構が、吸収細

胞の内因的な遺伝子発現変動要因である日

内リズムとどのように相互作用するかは明

らかではなかった。 

 

２．研究の目的 
 本研究では、小腸吸収細胞に特異的に発現

する消化・吸収関連遺伝子の発現における日

内リズムの形成機構に焦点を当て、そのリズ

ムの位相および振幅の決定に関わる時計遺

伝子の発振機構が、摂食リズムによってどの

ような標的因子を介して調節されているか

を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物および組織の採取： 

 ７週齢の C57BL/6Jマウスを、12時間ご
との明暗周期（明期 7:00-19:00）下で、自由
摂食および明期の一定時間（9:00-17:00）に
食餌時間を制限させた条件で 10日間飼育し
た。4時間ごとにマウスを屠殺し、空腸中央
部から組織を採取した。 
 
(2) 遺伝子発現量の測定： 
 空腸組織から総 RNAを抽出し、リアルタ
イム RT-PCR法によって、消化吸収関連タン
パク質 SGLT1、GLUT5、GLUT2ならびに

細胞内生物時計システムに関与する遺伝子

群 Per1、Per2、Per3、Cry1、Cry2、 Bmal1、 
Clock、およびそれらの転写因子 DBP、
E4BP4、ROR、REV-ERBの mRNA発現量
を測定した。 
 
(3) クロマチン免疫沈降法（ChIPアッセイ）: 
 空腸組織を 1%ホルムアルデヒドで固定し、
DNAと核内たんぱく質を結合させた後、超
音波破砕機を用いて、DNAを 200-500bpの
断片に切断した。標的タンパク質（各種核内

因子、RNA-ポリメラーゼ II、アセチル化修
飾ヒストン）の抗体を用いて免疫沈降させた

後、DNAをタンパク質から解離させて回収
し、標的タンパク質と結合していた DNA断
片の量をリアルタイム PCRによって定量的
に解析した。 
 
４．研究成果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 自由摂食下のマウスの空腸に 
   おけるmRNA発現量の日内変動 

 



(1) 小腸組織における時計遺伝子と消化吸収
関連遺伝子発現の日内リズムの同調性 
 12 時間ごとの明暗サイクルの条件下でマ

ウスに飼料を自由に摂取させると、空腸にお

ける時計遺伝子 Per1 および Per2 の mRNA 発

現量が、糖輸送担体（SGLT1、GLUT5、GLUT2）

およびスクラーゼ・イソマルターゼ（SI）と

同様に、暗期開始直後に最大となる日内リズ

ムを示した。また、Per2遺伝子の発現を制御

する核内因子のうち、DBP の mRNA 量は、Per2

遺伝子発現がピークを示す４時間前に最大

となり、BMAL1 の mRNA 量は、Per2 mRNA 量が

増大し始める時期に最大となる日内リズム

を示した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 

図２ 明期制限給餌条件によるマウス

空腸におけるmRNA発現量の日内変動 
 

 給餌を明期に制限すると、空腸における時

計遺伝子 Per1および Per2、糖輸送担体（SGLT1、

GLUT5、GLUT2）および DBP の mRNA 発現量が、

給餌開始前後に最大となり、給餌のタイミン

グにあわせて日内リズムの位相がシフトし

た（図２）。 
 
 (2) 転写因子の結合を介した小腸糖輸送担
体遺伝子発現の日内変動 
 クロマチンにおけるタンパク質と DNAの
生理的な結合を見る方法であるクロマチン

免疫沈降法（ChIPアッセイ）をおこない、 
Sglt1 遺伝子と Per2 遺伝子上に結合する
BMAL１の量的変動を検討したところ、
BMAL1 は Sglt1 遺伝子と Per2 遺伝子の転写
領域に強く結合し、その結合の日内リズムは

Sglt1 遺伝子および Per2 遺伝子の発現の日内
リズムと対応していた（図３）。また、Sglt1
遺伝子転写領域への RNA ポリメラーゼ II の
結合量は、BMAL1 の結合量と対応して日内
変動を示した。 
 それゆえ、小腸における Per2遺伝子と糖質
消化吸収関連遺伝子の発現の日内リズムは、

時計遺伝子のコアループを形成する転写因

子 BMAL1を介した転写のフィードバック機
構によって、同調して制御されていることが

示唆された。 
 
    
SGLT1 
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図３ 自由摂食下のマウスの空腸にお

ける Sglt1 遺伝子および Per1 遺伝子転
写開始点領域における時計関連転写因

子 BMAL1の結合の日内変動 

 

 
 

 



(3) 小腸における糖輸送担体遺伝子発現の日
内リズムにおけるヒストンコードの役割 
 転写調節を受ける遺伝子近傍ではクロマ

チンタンパク質（ヒストン）の構造の変化が

起こる可能性が考えられるので、ヒストン H3

および H4 のアセチル化の変化を、アセチル

化ヒストン H3、H4 抗体を用いて ChIP アッセ

イによって解析したところ、Sglt1遺伝子上

のヒストンのアセチル化レベルの変動は、い

ずれのヒストンの場合も、プロモータ領域よ

りもむしろ転写領域に強くみられ、その日内

変動は転写開始近傍領域への RNA ポリメラー

ゼ II および BMAL1 の結合量の日内変動と対

応していた。Sglt1遺伝子転写領域における

ヒストンアセチル化酵素集積促進因子 Brd4

ならびに mRNA 伸長因子 P-TEFb (Cdk9)の結合

は、いずれもヒストンのアセチル化と対応し

た日内変動を示した。一方、給餌を明期に制

限すると、給餌のタイミングにあわせて、

Sglt1遺伝子転写領域におけるヒストンH3お

よび H4 のアセチル化の日内変動の位相が 12

時間シフトした。それゆえ、小腸における

Sglt1遺伝子発現の日内リズムは、食事のリ

ズムに依存しており、そのリズムの発振には、

ヒストンコードによるヒストンの化学修飾

と mRNA 伸長反応の促進が関与していること

が示唆された。 

 

(4) DNAマイクロアレイ解析による小腸に発
現する遺伝子群の日内変動の網羅的解析 
 DNAマイクロアレイ解析により、顕著な日
内変動を示す遺伝子のスクリーニングを行

ったところ、多くの消化吸収遺伝子の発現は

日内リズムを示し、そのピークは自由摂取群

では 19:00付近、制限給餌群では 3:00であり、
およそ 8時間シフトしていた。一方、ヒスト
ン H1 に関連するヒストン H1fx、H1h1b、
H1h1e、および転写反応阻害因子 Hexim1 の
遺伝子発現のリズムは、自由摂取群、制限給

餌群のいずれでも、位相は大きく変化せず、

消化吸収関連遺伝子とは異なる固有のリズ

ムを示した。 
 本研究によって、小腸における時計遺伝子

の時計発振系とそれによって制御される遺

伝子群の転写調節機構がヒストンコードに

よる調節を含めて初めて明らかにされた。 
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