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研究成果の概要（和文）：ヒトの概日時計位相を検出するには時計遺伝子の発現リズムに基づいて位相推定を行う必要
があるが、これまでその実現に適した方法は確立されていない。本研究では、まず、私たちが独自に開発してきた位相
推定法において測定条件の最適化を行い、従来法よりも測定感度を飛躍的に上昇させることに成功した。次にこの測定
系を適用して、従来法では実現が困難な「隠れた概日リズム睡眠障害」の検出を試みた。その結果、社会的生活時刻（
特に仕事がある日の起床時刻）に対する時計遺伝子発現位相との時間差を算出することにより、簡便にかつ数日のうち
に隠れた概日リズム睡眠障害を検出することが可能となった。

研究成果の概要（英文）：Although the determination of human circadian phase requires the phase estimation 
based on clock gene expression rhythms, simple and effective methods in clinical settings remain 
undeveloped. In this study, we have optimized experimental procedures in a phase estimation method using 
hair follicles that we previously reported, and succeeded in dramatically increasing the measurement 
sensitivity for clock gene expression levels. Moreover, using this improved method, we have tried to 
detect "masked circadian rhythm sleep disorders", which are difficult to detect with traditional 
approaches such as sleep diary and actogram. Consequently, simple and rapid detection of masked circadian 
rhythm sleep disorders has been realized by calculating and comparing time intervals between 
socially-enforced time schedules (in particular waking time on work days) and estimated circadian phases 
in clock gene expression rhythms using hair follicles.

研究分野：時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
 睡眠障害にはさまざまな原因が関与して
おり、それに対する予防や治療の方法もそれ
ぞれ異なっている。しかし、その多くの場合
において、鎮静剤や抗不安薬が処方されてお
り、必ずしも原因療法として的確ではないか
も知れない。特に、概日時計（約 24 時間周
期の体内時計）の機能不全によって起こる
「概日リズム睡眠障害」においては、これら
の薬物による治療は適切ではないが、現実的
には区別して治療することは簡単ではない。
この概日リズム睡眠障害は、現代人において
潜在的に相当数存在すると想定される。なぜ
ならば、現代光環境においては概日時計位相
の後退が起こりやすく、加えて、生活習慣の
不安定化が起こりやすいため、頻繁に概日位
相の脱同調が起こっていることが疑われる。
この状態は「社会的時差ぼけ（social jet 
lag）」とも呼ばれており、概日時計による自
律的な睡眠位相に対して、実生活における就
寝のタイミングが脱同調を起こしているこ
とで、入眠や覚醒において問題が生じること
になる。 
 
２．研究の目的 
 このように、現代社会において、社会的時
差ぼけによる概日リズム睡眠障害が急速に
増えてきていると想定されるにもかかわら
ず、概日時計の簡易な診断方法は未だ確立さ
れていない。現実の医療においては、主に睡
眠日誌のような主観的な方法に依存して診
断しており、例えば、社会生活への強制的同
調によって「見掛け上は隠れている」概日リ
ズム睡眠障害を検出することは不可能であ
る。この検出は、概日時計の本体である「時
計遺伝子発現リズム位相」を決定することで
可能となる。本研究課題においては、睡眠に
問題を抱える被験者に対して、体毛を用いた
時計遺伝子発現測定に基づいた概日時計位
相診断を実施して、概日リズム睡眠障害の判
定を試みる。特に、隠れた概日リズム睡眠障
害を検出することで、本手法の臨床上の有用
性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 平成２６年度は、私たちが開発してきた従
来の測定手順を一つ一つ最適化することで、
時計遺伝子発現の検出感度を改善すること
を目指した。さらに、同年度において、健常
者の時計遺伝子発現リズムにおける平均的
な位相がどのようなものか検証を行った。こ
れに対して、平成２７年度には、睡眠に問題
を抱える被験者に対して同様の試験を実施
した。これにより算出された概日位相を健常
者のものと比較することで、客観的に概日リ
ズム睡眠障害者を検出することを目指して
きた。特に、睡眠日誌のような従来法によっ
ては検出不可能である「隠れた」概日リズム
睡眠障害を検出することに挑戦した。 
 

４．研究成果 
 平成２６年度は、私たちが開発してきた概
日時計位相決定法の技術的改良を進めた。ヒ
トで概日時計の診断を行うためには、時計遺
伝子の発現リズムにおける位相決定を簡易
に行う必要がある。そこで、本測定の基盤で
ある毛根を用いた発現定量法おいて、リアル
タイム PCR を実施するためのサンプル採取・
RNA 精製方法・逆転写酵素・PCR 増幅方法お
よび検出方法等のそれぞれの実験操作につ
いて条件の最適化を行うことで、従来の方法
よりも測定感度を上昇させることを目指し
てきた。従来の方法においては、被験者一人
当たり２０本以上の体毛（主に頭髪）を数時
間ごとに採取する場合が多かったため、被験
者のみならず採取者側にも実施の際の負担
が大きかった。それにもかかわらず、なお測
定できない被験者が存在する場合もあった
ため、診断法として不安定と言わざるを得な
かった。しかし、今回の最適化によって、１
０本以内の採取によってほとんどすべての
被験者において測定が成功するようになっ
た。抜き取った毛根への生細胞の付着が十分
量確認できた場合は、１本の採取毛根でも測
定が十分可能であることも確認できており、
本測定法の臨床診断法としての応用に大き
く近づいたということができる。改良が成功
したことは、同じサンプルに対するリアルタ
イム PCR を再度実施することで、改良した手
法による発現定量は再現性が極めて高いこ
とが確認できた（図１）。 
 
 

 
 このように、平成２６年度の成果により、
ヒトから採取した少数の毛根サンプルから、
精度の高い時計遺伝子発現測定が可能にな
った。平成２７年度は、この測定系を睡眠障
害の被験者に適用した。具体的な目的は、24
時間にわたり 3回の毛根採取（約 8時間間隔
の採取）を実施して睡眠障害者の概日位相を
推定することで、概日位相に異常がみられる
被験者を客観的に選別することである。これ
が実現可能になると、簡便にかつ数日のうち
に「隠れた概日リズム睡眠障害者」を臨床的
に選別することが可能となり、その結果、適
切な睡眠障害治療を展開することが可能に
なる。現状の概日リズム睡眠障害の診断は、
メラトニン（松果体ホルモン）をマーカーに



利用して客観的な概日位相推定を行うこと
で可能ではあるが、メラトニン測定による概
日位相推定する場合、光環境制御や採取頻度
等の技術的ハードルのために一般的な病棟
でこれをルーチン化するのは容易ではない。
そのため、自己睡眠記録や活動量計測が実施
されることが多いものの、この方法では社会
生活の中に隠れてしまう概日リズム睡眠障
害は検出できない。 
 平成２７年度は、まず、無作為に睡眠異常
を自覚している被験者を募集し、PSQI（ピッ
ツバーグ睡眠調査票）を用いたスクリーニン
グを行うことで睡眠障害者を選別した。これ
らの被験者は社会生活に適応できているこ
とから、従来の概日リズム睡眠障害を罹患し
ていないことがわかった。被験者に対して３
回の毛根採取を行い、リアルタイム PCR 法に
よる時計遺伝子発現定量を実施した。得られ
たデータは 18S-rRNA の発現量によって補正
された後、独自のコサインフィッティング法
を適用することで概日位相が推定された。こ
の推定精度が高いことは、測定・推定結果の
再現性によって確認できた（図２）。過去の
我々の研究成果によって、社会的生活時刻
（特に仕事がある日の起床時刻）に対する時
計遺伝子発現位相の「時間差」を算出すると、
睡眠健常者においては一定の時間差に収束
することがわかっていた。今回の測定結果に
よると、この時間差から大きく外れる被験者
が含まれており、隠れた概日リズム睡眠障害
者の検出に成功したと考えることができる。 
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図２　改良された概日位相推定の実施例（２名）'
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