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研究成果の概要（和文）：近年、24時間営業や交替制勤務等の増加により、人々を取り巻く明暗周期が不規則化してい
る。不規則な照明条件は内因性の概日時計を撹乱させ、睡眠障害や肥満、糖尿病、高血圧、がんなどの発症リスクを高
めることが明らかになりつつある。本研究では、マウスを用いて、活動リズムや時計遺伝子発現を調節できる幾つかの
アミノ酸を同定し、概日時計に関連する疾病モデルマウスにおける改善効果を明らかにした。本研究により、概日時計
の乱れをアミノ酸栄養により予防改善する道が開かれた。

研究成果の概要（英文）：Disruption of the circadian clock by irregular illumination in the modern world ca
uses many diseases, including sleep disorders, obesity, diabetes, hypertension, and cancer. It is importan
t to identify the nutritional factors that can modulate the properties of the circadian clock. This study 
identified the functional amino acids that can modulate the activity rhythm or expression of clock genes i
n the brain and peripheral organs. This study further confirmed the utility of these amino acids for clock
-related diseases using animal models. These data highlight the importance of amino acid nutrition for the
 regulation of the circadian disruption. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年、24時間営業や夜更かし習慣、昼夜交
替制勤務などが増加し、人々を取り巻く明暗
サイクルが不規則になっている。ヒトを含む
生物には、約24時間周期で刻まれる内因性の
概日時計（体内時計）が備わっているが、不
規則な明暗サイクルは概日時計を撹乱させ、
睡眠障害や肥満、高血圧、糖尿病、がんなど
の発症リスクを高めることが明らかになりつ
つある。このため、概日時計の乱れに対する
対処策の開発が急務となっている。 
	
 概日時計は毎朝の光によりリセットされる
ほか、食事の時刻にも強い影響を受ける。し
かし、食事に含まれる特定の栄養素が概日時
計に及ぼす影響はあまり知られていない。概
日時計の調節機能を持つ機能性栄養素を同定
できれば、現代社会における概日時計の乱れ
やそれに起因する疾病に対して、栄養学的な
改善法を講じることが可能となる。 
	
 本研究では、多様な生理機能を持つことが
知られるアミノ酸栄養に着目し、マウスを用
いて、概日時計調節機能をもつアミノ酸を探
索した。また、同定されたアミノ酸の機能性
を追求するため、概日時計に関連する疾病モ
デルマウスにおける改善効果を解析した。 
 
２．研究の目的 
(1) 20 種類のアミノ酸のうち、マウスの回転
輪活動リズムの位相を変化させるアミノ酸、
及び同リズムの光リセットを強めるアミノ
酸を同定する。 
 
(2) 20 種類のアミノ酸のうち、概日時計の中
枢である視交叉上核や末梢時計である肝臓
の時計遺伝子の発現に影響を及ぼすアミノ
酸を同定する。 
 
(3) 明暗周期を人為的に乱した慢性的時差ぼ
けマウスにおいて、視交叉上核や肝臓の時計
遺伝子発現に見られる影響を解明する。また
肝臓における細胞周期関連遺伝子発現に見
られる影響を解明する。 
 
(4) 概日時計が関連すると知られる季節性感
情障害（冬季うつ病）には、高照度光療法が
有効である。本研究で同定した光リセット増
強アミノ酸により、光療法の効果増強を試み
る。 
 
３．研究の方法 
(1) CBA/Nマウスの回転輪活動リズムをモニ
タリングし、恒暗条件の Circadian time (CT: 
主観的時刻 ) 8 に 20 種類のアミノ酸  (5 
mmol/kg) をそれぞれ単回経口投与した。各ア
ミノ酸について、投与前後における位相変化
量を解析した。同様に、CT14.75 に各アミノ
酸を単回経口投与し、CT15から光パルス (15
分間、300 lux) を照射して、光による位相変
化量（光リセット）を解析した。 
 

(2) CBA/Nマウスを 12時間明期 12時間暗期
で馴化後、Zeitgeber time (ZT) 3 に各アミノ酸
を単回経口投与し、その 90 分後に脳と肝臓
を採取して時計遺伝子の発現を解析した。 
 
(3) CBA/Nマウスを用いて、明暗周期を 2日
ごとに 8時間ずつ前進させる慢性的時差ぼけ
処理を 10 日間行った。その後、光による急
性的な効果を排除するため恒暗条件に移し、
3日目の CT0, 6, 12, 18に脳と肝臓を採取した。
視交叉上核と肝臓における時計遺伝子の発
現、及び肝臓における細胞周期関連遺伝子 
(c-Myc: がん原遺伝子; p53: がん抑制遺伝子) 
の発現を解析した。また、慢性的時差ぼけ処
理のホルモンシグナルとして、松果体ホルモ
ンであるメラトニンと、副腎皮質ホルモンで
あるコルチコステロンに着目し、慢性的時差
ぼけマウスにおける血漿ホルモン濃度と、肝
臓における各ホルモンの受容体遺伝子の発
現を解析した。 
 
(4) C57BL/6Jマウスを短日条件で飼育すると、
長日条件のマウスに比べて強いうつ様行動
を示す。これを季節性感情障害のモデルとし
て、光リセット増強アミノ酸である L-セリン
が高照度光の抗うつ様効果を増強するかを
解析した。 
	
 短日条件 (8時間明期 16時間暗期) のマウ
スに高照度光を毎日 1時間ずつ照射すると同
時に、光照射の 15 分前に L-セリン  (5 
mmol/kg) あるいは生理食塩水を皮下投与し
た。この処理を 2週間継続した後、自発運動
量をオープンフィールド試験 (OFT) にて、
うつ様行動を強制水泳試験 (FST) にて解析
した。脳を採取し、縫線核の切片を用いて、
情動を制御するセロトニン (5-HT) および神
経活性マーカーである c-Fos の免疫陽性細胞
数の計測を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 20種類のアミノ酸のうち、L-スレオニン、
L-アルギニン、及び L-グルタミン酸の投与に
より、回転輪活動リズムの位相が有意に後退
した (L-スレオニン, p < 0.01; L-アルギニン, 
p < 0.05; L-グルタミン酸, p < 0.05, t-test, 表 1)。
また、L-セリンの投与により、光リセットが
有意に強められることが判明した (p < 0.01, 
t-test, 表 1)。 
	
 これらの解析により、概日時計調節アミノ
酸と光リセット増強アミノ酸が同定された。 
 
(2) 視交叉上核において、L-アルギニン及び
L-グルタミン酸の投与で Bmal1の発現が低下
し (p < 0.05, t-test)、L-プロリンの投与により
Per1の発現が低下した (p < 0.05, t-test) (表 1)。
Per2 の発現に影響を及ぼすアミノ酸は確認
されなかった。 
	
 一方で、肝臓においては、L-トリプトファ
ンや L-リジンを始め、12 種類のアミノ酸が
様々な時計遺伝子の発現を変化させた (表 1)。



アミノ酸により発現が調節される遺伝子の
種類や誘導/抑制の方向が異なっていたが、構
造や代謝経路が似たアミノ酸に関しては、類
似の反応性を示す傾向が見られた。 
	
 以上の結果から、アミノ酸栄養は視交叉上
核の時計をわずかに動かす一方で、肝臓の時
計に大きく影響を及ぼすことが解明された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 慢性的時差ぼけマウスでは、視交叉上核
における時計遺伝子の発現リズムは継続し
ていたが、その位相は対照群に比べて 5-9 時
間程度後退していた  (two-way ANOVA, 
interaction between treatment and time, Per1, 
Per2, Bmal1: p < 0.0001; Cry1: p < 0.001, 図 1)。 
	
 一方、肝臓においては、慢性的時差ぼけ処
理により Per1や Per2の発現が上昇し、Clock
の発現は逆に抑制された (two-way ANOVA, 
main effect of treatment, Per1 and Per2: p < 
0.01; Clock: p < 0.0001, 図 2)。さらに、肝臓に
おける c-Mycおよび p53の発現が有意に上昇
し た  (two-way ANOVA, main effect of 
treatment, c-Myc: p < 0.01; p53: p < 0.0001, 図
2)。Per2と p53の発現量には有意な相関が見
られた (p < 0.01, r=0.54)。 
	
 血漿メラトニンおよびコルチコステロン
濃度に慢性的時差ぼけ処理の有意な影響は
見られなかった。メラトニン受容体 MT1 の
肝臓における発現リズムが慢性的時差ぼけ
処理により消失し、グルココルチコイド受容
体GRの発現量が減少した (two-way ANOVA, 
main effect of treatment, p < 0.001)。 
	
 以上の結果から、人為的な明暗周期の撹乱
は視交叉上核の時計よりも末梢時計に強く
影響を及ぼし、細胞周期関連遺伝子やホルモ
ン受容体遺伝子の発現を乱すことが解明さ
れた (Iwamoto et al., Chronobiol Int, 2014)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 生理食塩水の投与群では、短日条件にお
ける高照度光の照射により、FSTにおける無
動時間 (うつ様行動) が有意に抑制され、抗
うつ様効果が確認された (one-way ANOVA 
followed by Dunnett multiple comparison test, p 
< 0.05, 図 4)。概日時計の光リセットを強める
L-セリンを高照度光前に皮下投与した結果、
高照度光による抗うつ様効果が増強された 
(one-way ANOVA followed by Dunnett multiple 
comparison test, p < 0.001, 図 4)。OFTによる
自発運動量の指標に高照度光や L-セリンの
影響は見られず、うつ様行動に特異的な影響
であると示唆された。 
	
 縫線核の幾つかの小領域において、5-HT
の免疫陽性細胞数や神経活性 (5-HT と c-Fos
の共局在細胞数) が高照度光により増加する
ことが判明した。またその増加は、光照射前
の L-セリン投与により増強された。 

表 1. アミノ酸の経口投与が CBA/N マウスの回転
輪活動リズム  (CT8 に投与) やその光リセット 
(CT14.75 に投与後 CT15 に光パルス)、視交叉上核 
(SCN) 及び肝臓の時計遺伝子発現に及ぼす影響 

図 1. 慢性的時差ぼけ処理が CBA/N マウスの視交
叉上核における時計遺伝子発現に及ぼす影響 

図 2. 慢性的時差ぼけ処理が CBA/N マウスの肝臓
における時計遺伝子 (Per1, Per2, Clock, Bmal1) お
よび細胞周期関連遺伝子(c-Myc, p53) の発現に及
ぼす影響 



	
 これらの結果から、L-セリンは高照度光療
法の抗うつ様効果を強めること、またその作
用機序には縫線核における 5-HT 神経活性が
関与することが示唆された。 
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