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研究成果の概要（和文）：唾液中細胞を用いてクロノタイプを同定し質問紙によるクロノタイプと生物学的クロノタイ
プを比較検討し、臨床応用可能な生物学的時計マーカーを作成すること、およびクロノタイプと気分障害の関連性を明
らかにすることを研究目的とした。
唾液は、2時間ごとに2ｍｌを朝6時から夕方8時まで回収した。口腔内細胞から得られた時間遺伝子Per3、Nr1d1、Nr1D2
の全RNAよりcDNAを作成し、リアルタイムPCRにてRNA量を計測し、各時間遺伝子のRNA量からサーカディアンリズムの指
標（頂点位相、メサ－、振幅）を安定して同定する測定法を確立しようと試みた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the study is to confirm the method for identifying a chrono-type 
type using saliva from the subjects, and to examine the validity of the method by comparing the data 
obtained from questionnaire. The saliva of the subjects was collected every 2 hours from 6 to 20 o'clock.
After creating the cDNA from the RNA extracted from the saliva, each amount of Per3, Nr1d1, Nr1D2 was 
measured by the real-time PCR. Then, the index of the circadian rhythm (the acrophase, the mesa - the 
amplitude) was identified using the data.
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１．研究開始当初の背景 
 うつ病のみならず健康被験者においても

気分や睡眠のサーカディアン変動はしばし

ば認められる１-２）。近年、サーカディアンリ

ズムのクロノタイプと気分障害（うつ病）の

関連性が注目され始め、夕方タイプでは抑う

つが生じやすいとの仮説が報告がされてい

るが、実証的データは少ない。また、双極性

障害での病相とクロノタイプとの関連を見

たものはない。 

これまで、うつ病のサーカディアンリズム

の研究の多くは、深部体温リズムやメラトニ

ンなどのホルモンリズムを指標として行わ

れてきたが、これらは外的環境の影響を受け

やすく、個体のサーカディアンリズムを正確

に反映しているとは言えない。生体の血液、

唾液、毛根細胞を利用して、その時間遺伝子

の量を測定することにより生体リズムの位

相を測定することが可能になっており、これ

らを用いてクロノタイプを同定することが

可能となっている。 

 申請者はこれまで、気分障害の原因・病態

生理・治療に関して時間生物学的観点から検

討し報告を行ってきた 3-4）。また、気分障害

において、時間遺伝子の SNIP に関して検討

を加えてきた 5）。気分障害では、生体リズム

の位相が不安定になっていること、振幅の減

少、メサ－の高値が病態生理として存在し、

高照度光療法、断眠療法などの時間生物学的

治療の有効性を報告してきた。しかし、生体

リズムの指標として用いてきた深部体温、メ

ラトニンホルモンなどは外的環境の影響を

受けやすく、結果の妥当性には問題があり、

その解釈には限界があった。 

 気分障害の成因としての位相不安定仮説

を明らかにするためには、生体の時間遺伝子

の活動を指標にすべきであるが、近年神経科

学の進歩と共にそれが可能となってきてい

る。また、生体リズムの操作に関しても、高

照度光療法以外にメラトニン及び更に強力

なメラトニン受容体アゴニストの使用が可

能となっている。これらを背景に、気分障害

患者においてこれまでより更に客観的な指

標を用いてクロノタイプを測定し、サーカデ

ィアンリズムを操作することで気分障害に

与える影響を検討することが可能になって

きている。 
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２．研究の目的 
 今回、気分障害の症状とクロノタイプの関

連性を示すことを目的として研究を開始し

た。クロノタイプに関しては、Horne-Ostberg

の朝方・夕方質問紙が既に存在しているので、

客観的評価尺度としての時間遺伝子量を用

いたクロノタイプ測定法を確立する。具体的

には、患者の唾液から得られた時間遺伝子の

RNA 量をリアルタイム PCR を用いて測定し、

変動量からサーカディアン成分（メサー、ア

クロフェース、振幅）を求め、それを用いた

バイオロジカルなクロノタイプの同定法を

作成する。 

 

 



３．研究の方法 
 バイオロジカルなクロノタイプ測定法の確

立 

唾液は、2 時間ごとに 2ｍｌを朝 6 時から

夕方 8時まで回収した。口腔内細胞から得ら

れた時間遺伝子 Per3、Nr1d1、Nr1D2 の全 RNA

を、キットを用いて抽出した後、cDNA を作成

し、リアルタイム PCRにて RNA量を計測した。

各時間遺伝子のRNA量からサーカディアンリ

ズムの指標（頂点位相、メサ－、振幅）を安

定して同定する測定法を確立する予定であ

った。 

Primer 探索は、米国国立衛生研究所の実験

支援ソフト、Primer-Blast を用いて、intron

を挟んだ gene specific primer をデザイン

した。 

 
 
４．研究成果 

多組織サンプルからの比較、検討 

全血、唾液から cDNA 合成後  ⇒Real time 

PCRにて house keeping gene [18s] を検出。

全血・唾液ともに“組織毎”の回収率の低下

は認められなかった。 

HeLa細胞 cDNAをpositive controlとして、

全血 cDNA 中の時計遺伝子の検出能力確認 

 

 

設定したプライマーが、全ての対象組織から

対象遺伝子を検出できた。 

 

唾液より、RNA を抽出し、cDNA からリアル

タイム PCR で RNA の定量の再現性が Per3、

Nr1d1、Nr1D2、Bmal1 でほぼ確立できたが、

Per1、Per2 ではいまだ不十分であり、定量の

再現性を上げるべく工夫を繰り返す必要が

ある。 
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