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研究成果の概要（和文）：概日リズム睡眠障害の高精度診断と治療最適化のため、生物時計のリズム周期・位相の迅速
診断法を確立しリズム障害特性に基づいたテーラーメイド時間療法の開発に資する臨床データを収集した。睡眠相後退
型・フリーラン型患者、健常対照者の皮膚線維芽細胞に概日リポーター遺伝子Bmal1-lucを導入し、培養細胞内の微弱
発光量変化の経時的測定により得られた発光リズムの特性を決定した。
フリーラン型患者は有意に長い末梢時計リズム周期を示した。超長周期患者では発光リズム振幅が早期に低下し概日性
が失われ高照度光・メラトニンによる時間療法に対する反応性が乏しかった。超長周期が臨床転帰の予測因子となる可
能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have developed rapid diagnostic technique for biological clock period and 
clock phase of the patients with circadian rhythm sleep disorders, and gathered clinical and 
pathophysiological research data to develop strategies for precise diagnosis and optimization of 
made-to-order chronotherapy. Skin fibroblasts from patients with delayed sleep phase type and 
non-entrained type, as well as healthy controls were obtained and transfected with the Bmal1-luc reporter 
construct Bp/527-LUC, and luminescence from the cells was continuously measured to detect the peripheral 
clock dysfunction of the disorders. As a results, non-entrained type patients showed significantly 
prolonged period of peripheral clock. Especially, patients with severely prolonged period suffered from 
rapidly dumped luminescence rhythm amplitude and poor response to chronotherapy, indicating that 
peripheral clock period properties could be useful surrogates to predict clinical outcomes of the 
disorder.

研究分野：睡眠医学
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１．研究開始当初の背景 
 生物時計の調節異常に起因する睡眠障害
である概日リズム睡眠障害（Circadian 
rhythm sleep disorder; CRSD）は時点有病
率が計 3％以上と高く、特に内因型 CRSDは
慢性経過をたどる難治性疾患である。CRSD
の治療の主軸は高照度光やメラトニン（受容
体作動薬）を用いて睡眠・生体リズム位相を
調整する時間療法であるが、入眠・覚醒時刻
が望ましい時間帯にまで正常化する寛解症
例は 50％以下にとどまる。奏効率を押し下げ
る主な要因は 1）時間療法の適応となる原発
性患者の診断が難しい、2）照射・投薬設計
に必須であるリズム位相の計測が難しい、の
二点である。CRSDの高精度診断、時間療法
の最適化、および病態生理研究にきわめて有
効なツールとなる生物リズム周期およびリ
ズム位相の簡便な in vitro計測システムを確
立することが求められている。 
 
２．研究の目的 
 難治性で慢性経過を辿りやすい概日リズ
ム睡眠障害（睡眠・覚醒リズム障害）の高精
度診断と治療最適化のため、睡眠リズム調整
の二大因子である生物時計の「リズム周期」
と「リズム位相」の迅速診断法を確立し、概
日リズム睡眠障害患者の生物時計機能の障
害特性を明らかにする。患者の生物リズム周
期は皮膚繊維芽細胞/毛包細胞内の時計遺伝
子転写リズムのリアルタイム測定によって、
リズム位相は血漿中振動物質群の包括的メ
タボローム解析によって決定し、シミュレー
ション試験および患者調査により精度確認
を行う。これら 2つの in vitro診断システム
を用いて、患者固有のリズム障害特性をもと
に高照度光及びメラトニン（受容体作動薬）
の照射・投薬時刻を最適化したテーラーメイ
ド時間療法プログラムを作成し、その有効性
試験を行う。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、３つの研究課題を設定した。
末梢時計計測システムの信頼性試験：CRSD 患
者の末梢時計リズム周期が、長期隔離試験で
測定した睡眠／生理機能リズム周期を正確
に反映しているか、原発性/二次性 CRSD の弁
別能を有するか検証する。原発性及び二次性
CRSD 患者を対象として末梢時計周期を測定
し、コンスタントルーチン及び強制脱同調プ
ロトコル（研究計画参照）により精密測定し
た生物時計周期との相同性を確認し、リズム
の異常周期（延長・短縮）を有する患者群に
おいても本計測システムがワークするか検
証する。健常者も含めた多数例のデータを集
積して原発性 CRSD 患者／二次性 CRSD 患者／
健常対照者を鑑別診断するための末梢時計
周期のカットオフ値を設定する。 
 最適化時間療法プログラムの有効性試
験：睡眠相後退型患者を対象にして、DLMO を
もとに高照度光およびメラトニンの照射・投

薬時刻を最適化した4週間の時間療法プログ
ラムを実施し、睡眠リズム（入眠・覚醒時刻）
および生物リズム位相（DLMO）の位相調整効
果を検証する。末梢時計計測システムで同定
した生物リズム周期が治療反応性に関与す
るか検証する。 
 
４．研究成果 
 末梢細胞中にも時計遺伝子群の翻訳-転写
feedback loop に基づく固有の概日リズム発
振機能（末梢時計）が存在することから、末
梢時計をサロゲートにして生物時計を駆動
する視交叉上核（SCN）機能を推定すること
を試みた。ヒト生物時計リポーター遺伝子
hbmal1::Luc（human bmal1 プロモーター＋ル
シフェラーゼ遺伝子）を作製し、皮膚小切片
（1mm x 4mm）から起こした初代培養の皮膚
繊維芽細胞及び毛包細胞内のbmal1転写レベ
ル（ルシフェラーゼ発光量）の概日変動を測
定する末梢時計計測システムを確立した。得
られた発光リズムデータからコサイナー法
を用いて一周期ごとの acrophase を算出し、
3-5 日間のデータから概日リズム周期を算出
した。 
 

 
 末梢時計計測システムの性能試験のため、
健常者では bmal1 転写リズム周期と従来法
（長期隔離試験）で得られた生物リズム周期
との間に機能的相関性があることを確認し、
同計測システムで個人のリズム周期が推定
できることを示した。17 名の健常ボランティ
ア（標準型クロノタイプ 9名、夜型クロノタ
イプ 8名）を対照に、睡眠日誌およびアクチ
グラフ測定によって在宅での睡眠パターン
を記録した。日周指向性（朝型夜型クロノタ
イプ）、睡眠習慣・睡眠障害の有無を評価し
た。Bmal1-luc 発光リズムの周期計算の結果、
夜型生活者は標準生活者に比較して長周期
を有することが明らかになった。 
 
 さらに、Bmal1 遺伝子発現リズム周期長は
休日・フリーデイの入眠覚醒時刻と有意に相
関していた。一方、平日の入眠覚醒時刻との



間には有意な相関は認められなかった。平日
は出社や登校など社会時間による制約があ
るため、個人の体質にマッチしない時間帯で
就床行動を取っているためであると推察さ
れた。以上の結果から、末梢時計リズム周期
の長さは個人の生物時計機能を反映してい
ると考えられる。 
 

 
 
 睡眠障害国際分類第 2版に準じた CRSD・
睡眠相後退型と診断された 16 歳以上の患者
35 名および同・フリーラン型 25 名、睡眠障
害をもたない健常対照者 47 名をエントリー
した。患者群および対照群から採取した皮膚
由来初代線維芽培養細胞に概日リポーター
遺伝子 Bmal1-luc を導入し、培養細胞内の微
弱発光量変化の経時的測定により得られた
発光リズムの特性を決定した。 
 フリーラン型患者群は対照被験者群に比
べて有意に長い末梢時計リズム周期を示し
た。相当数が対照被験者群と周期長がオーバ
ーラップしており、他の発症要因（光同調能、
位相反応性など）の存在が示唆された。 
 
 概日リズム周期長と治療反応性との関連
を検証するため、輪唱経過観察中のいずれか
の時点で、高照度光、メラトニンまたはメラ
トニン受容体作動薬（ラメルテオン）を用い
た時間療法を受けた。光、メラトニンおよび
ラメルテオンは位相前進が期待できる以下
の時間帯で照射もしくは投与された。 
・光療法：覚醒後から 6時間以内に、自宅も
しくは入院環境下で 5000〜8000 ルクスの高
照度光を 2〜3 時間照射した。 
・メラトニン：前日の入眠時刻の 7時間前に
1mg、5.5 時間前に 0.5mg、4 時間前に 0.5mg
を分割服用した。 
・ラメルテオン：前日の入眠時刻の 7時間前
に 4mg を一回服用した。 
 光照射および服薬1週間以降の睡眠表から、
以下の基準で時間療法への治療反応性を評
価した。 
・Responder：睡眠・覚醒リズムが 24 時間リ
ズムに同調し、かつ患者本人とって望ましい
時間帯（患者ごとに 07 時〜09 時の範囲内で
決定）で覚醒できる。 
・Partial responder：睡眠・覚醒リズムが
24 時間リズムに同調したが、望ましい時間帯

で覚醒・離床できず、delayed sleep phase 
type で固定した。 
・Non-responder：睡眠・覚醒リズムが 24 時
間リズムに同調できなかった。 
 
 その結果、概日リズムの超長周期を有する
症例では高照度光およびメラトニンを用い
た構造化された時間療法に対する反応性が
乏しく、超長周期が臨床転帰の予測因子とな
る可能性が示唆された。睡眠相後退型患者群
ではリズム周期の異常は認められなかった。 
 

 
 超長周期の患者群では発光リズム振幅が
早期に低下し概日性が失われるなど、末梢時
計が概日リズム調整障害のバイオマーカー
となることが期待された。 
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