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研究成果の概要（和文）：サービスの向上により、交代勤務者（シフトワーク）の割合は年々増加傾向にある（労働者
全体の約20%）。しかし交代勤務が概日時計に与える影響、またその概日時計が末梢臓器に及ぼす影響についてはまだ
よく分かっていない。本研究では、明暗のシフトと共に強制覚醒を促す新規の交代勤務モデルマウスの概日時計変化を
解析した。強制覚醒によるストレス応答が概日時計を強く変調させる事が分かった。さらに、アデノ随伴ウイルスによ
る生きたマウスの概日時計を発光で捉える新規のレポーターマウスの作成に成功した。

研究成果の概要（英文）：Nighttime shift work-induced chronic jet lag caused increased cancer incidence 
and metabolic disorder. However, the effect of shift work on the circadian clock in the peripheral 
tissues was not well understood, because of the absence of the appropriate model of shift work. In the 
present study, we developed new model of shift work by changing light-dark cycle with forced awake to 
mice. We found deceased amplitude of circadian oscillation in the peripheral tissues in this model, and 
also forced awake caused stress accumulation and circadian resetting in the peripheral clocks. In 
addition, we developed liver specific circadian clock monitoring method in vivo using AAV.

研究分野：時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
 サービスの向上により、交代勤務者（シフ
トワーク）の割合は年々増加傾向にある（労
働者全体の約 20%）。一方、交代勤務による
肥満、糖尿病、癌の発症リスクの上昇が多数
報告されており、社会問題となっている。夜
勤後の入眠障害・中途覚醒による交代勤務性
睡眠障害は、慢性的な疲労感や消化器官障害
を引き起こす。これらの不調は体内に備わる
概日時計に逆らって夜勤を行うからだと考
えられている。しかし交代勤務が概日時計に
与える影響、またその概日時計が末梢臓器に
及ぼす影響についてはまだよく分かってい
ない。本研究では、申請者が新たに考案した
交代勤務モデルマウスとインビボ概日時計
測定法を用いて、概日時計の変化、生理現象
の変化をインビボで検証し、交代勤務におけ
る恒常性維持機構の破綻メカニズムを解明
することにした。 
 哺乳類の概日時計は、体内のあらゆる細胞
に発現する時計遺伝子群により、様々な生理
現象の日内リズムを作り出すことで、生体の
恒常性維持に寄与している。複雑に絡み合っ
た転写・翻訳・修飾等の相互作用により作り
出す約 24 時間のリズムは、Per2 や Bmal1
などの時計遺伝子群の他、エネルギー代謝に
おける主要な転写因子（Pparαなど）にも制
御が及んでいる。概日時計の乱れとして最も
身近な例が時差ボケであり、特に交代勤務者
は慢性的な時差ボケ状態と考えられる。疫学
調査より、看護師の 2型糖尿病への罹患率上
昇が報告されている(Pan et al., PLoS Med., 
2011)。また、夜勤後の入眠困難・睡眠不足
から、交代勤務性睡眠障害に陥るケースも多
い。しかしこれらの発症メカニズムは分かっ
ておらず、改善方法として、夜勤後に光を浴
びないようにサングラスを着用して帰宅さ
せる、または睡眠導入剤を処方する、程度し
か実際に行われていない。一方、時差ボケ研
究として、マウスを用いた明暗環境のシフト
（6-8 時間前進）実験があり、2 日おき、ま
たは 1 週間おきの明暗シフトは、体重増加
(Karatosoreos et al., PNAS, 2011)、癌増殖
スピード上昇(Li et al., Cancer Res., 2010)
など臨床症状に近い表現形を示すが、これは
単に明暗環境の変化に起因する可能性もあ
る。つまり、明暗のシフトのみではマウスは
暗期のズレにすぐに対応できず、強制的に働
かせされる交代勤務の環境を再現できてい
なかった。そこで本研究では、自動的にマウ
スを眠らせない装置を自作し、シフトする暗
期の時刻に活動させる新しい交代勤務モデ
ルマウスを作製する事にした。 
 
２．研究の目的 
 新たに作成した交代勤務モデルマウスに
おける末梢時計の変化、睡眠—覚醒リズムの
変化について詳細に解析し、慢性的な時差ボ
ケが概日時計に与える影響を調べた。その研
究過程で、交代勤務によるストレス負荷が概

日時計に大きく影響している事が分かり、実
験２ではストレス負荷そのものが概日時計
に与える影響について検討した。さらに、イ
ンビボ概日時計測定法のさらなる改良とし
て、アデノ随伴ウイルスを用いた発光レポー
ターの肝臓への導入方法を確立することを
目指した。 
 
３．研究の方法 
実験１「交代勤務モデルマウスの行動変化と
概日時計変化の解析」 
 交代勤務モデルマウスは、ビー玉の入った
ケージを振盪台に乗せる事で作製した。暗期
12時間のうち15分おきに30秒間振盪台を揺
らすことで、マウスを覚醒させる。20 時-8
時の暗期を12時-0時に前進させる（逆循環）、
もしくは 0 時-12 時に後退させる（正循環）
と共に、振盪の時刻も暗期に合わせてシフト
させる事で交代勤務を行わせた。シフト後は
そのスケジュールで飼育し、1 週間おきの数
回のシフト後（長期）に PER2::LUC 発光リズ
ム（時計遺伝子発現リズム）をインビボ概日
時計測定法により測定した。コントロール群
は夜間交代勤務を行わないが、暗期の振盪は
行った。 
 
実験２「ストレス負荷に対する概日時計応答
の解析」 
 上述の振盪台によるマウスの強制覚醒を
明期の真ん中（2 時間）に 3 日間行い、その
後末梢時計を測定した。さらに、金網で作成
した狭い空間にマウスを閉じ込める、拘束ス
トレスを同様のタイミングで行い、末梢時計
を測定した。拘束ストレスのタイミングを変
え、日数も変えてさらに実験を行った。さら
に、交感神経受容体の拮抗薬、グルココルチ
コイド受容体の拮抗薬によるストレス応答
の変化も検討した。 
 
実験３「アデノ随伴ウイルスを用いた発光レ
ポーターの導入系確立」 
 時計遺伝子Bmal1の下流にルシフェラーゼ
遺伝子を導入したアデノ随伴ウイルス（AAV）
ベクターを作成した。コントロールとして高
発現を促す CAGS プロモーターの AAV ベクタ
ーも作成した。それぞれのベクターを用いて
AAV を作成し、マウスへ尾静脈投与し、1 ヶ
月後に肝臓における発光リズムを測定した。 
 
４．研究成果 
実験１ 
 振盪による覚醒を促しながら、明暗サイク
ルを 8時間前進させた結果、マウスの活動リ
ズムは新しい明暗環境にすぐに同調した。し
かし、5 日後に発光リズムを測定した後に、
振盪を止めた結果、活動開始時刻の同調が暗
期開始時刻より 2-3 時間遅れており、その後
5 日ほどで緩やかに前進していく事が分かっ
た。つまり、見かけ上は新しい明暗環境に早
く同調した様に見えたが、内的な概日時計は



同調が早まってはいない事が分かった。また、
この際の末梢時計においても、振盪台の有無
による違いは見られなかった。 
 次に、同じ振盪プロトコルにて 3日おきに
明暗環境をシフトし、47-48 日目に概日時計
を測定した。その結果、振盪をしないでシフ
トする群に比べて、振盪有りの群で末梢時計
の振幅が大きく減弱した。この結果は、明暗
環境の変化と共に、夜勤時に強制的に覚醒し
なければいけないという環境が、末梢時計を
さらに乱す結果であると考えた。（図１） 

 
 次に、振盪による覚醒の短期間の影響につ
いて調べた。明期の真ん中（12 時—14 時）の
み3日間振盪させたのちに概日時計を測定し
た。その結果、末梢時計は有意に 3-4 時間時
刻が早まった。そこで振盪＋ケージ内のビー
玉の動きが、ストレスになるのではと考え、
次に拘束ストレスを同様のタイミングで行
った。その結果、振盪と同様に末梢時計は有
意に前進した。また、ケージを交換すること
でもマウスの覚醒を促す事ができるが、それ
では末梢時計は変化しなかった。よって、交
代勤務の際に、覚醒というよりもむしろスト
レスにより末梢時計は大きく変化する可能
性がある事が分かった。 
 
実験２ 
 実験１より、ストレスが概日時計を乱す可
能性が示されたので、さらなる解析を行った。
先行研究として、ストレスホルモンであるグ
ルココルチコイドやアドレナリンが、概日時
計リセット効果を持つ事が分かっていたが、
ストレス負荷そのものが個体レベルで概日
時計リセットを促すかどうかについては研
究がなされていなかった。そこで、拘束スト
レス負荷の時刻依存性、回数依存性などを調
べた。その結果、明期の真ん中のストレスは
時刻前進、暗期の真ん中は時刻後退、暗期の
始めは変化無しということが分かった。面白
い事に、明期の始め、つまりマウスの寝始め
の時刻のストレス負荷は、腎臓の時計振動を
止め、さらに顎下腺の時刻を真反対にすると
いう大きな変化を起こすことが分かった。さ
らに、毎日同じ時刻にストレス負荷を行うと、

腎臓、顎下腺の概日時計の時刻は、そのスト
レスのタイミングに同期することが分かっ
た。これはストレスに概日時計が同調した結
果を示す。また、この応答はグルココルチコ
イド受容体拮抗薬では阻害出来ず、交感神経
受容体拮抗薬で阻害することが出来た。つま
り、ストレス負荷による交感神経系の活性化
が重要であることが分かった。（図２） 

 
実験３ 
 CAGS-SLR （ 赤 色 ル シ フ ェ ラ ー
ゼ）,Bmal1-SLG（緑色ルシフェラーゼ）が導
入された AAV をマウスに尾静脈投与し、１ヶ
月後に肝臓の発光リズムを測定した。その結
果、CAGS-SLR では ZT11 付近に発光ピークが
観測されたのに対し、Bmal1-SLG では ZT23 付
近に発光ピークが観測された。Bmal1 の発現
リズムは ZT23 付近にあるので、実際に
Bmal1-SLG にて概日時計の測定は出来ている
と考えられた。しかし、発光値は全体的に低
く、実際に AAV を用いて実験を行っていくに
はコスト面で問題があることが分かった。原
因として、使用したルシフェラーゼの発光が
元々弱いことにあるのではと考えている。
（図３） 
 

そこで現在は、Loxp 配列にて STOP 配列をプ
ロモーターとルシフェラーゼの間に導入し
たベクターを用いてトランスジェニックマ
ウスを作成している。このマウスを臓器特異
的にCreが発現するマウスと掛け合わせる事
で、臓器特異的な発光リズムモニタリングが
できるマウスができると考えている。 
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