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Abstract

【Objective】Excess caloric intake is associated with the development of obesity. A number

of recent studies suggest that attenuation of clock gene amplitude by high‑fat diet causes

obesity. Normalizing to the clock gene amplitude can be considered to contribute for the

prevention of obesity. Also endurance training has the effect for prevention of obesity, but

influence on the disorder of clock gene by high‑fat diet intake is not clear. In the prevent

study, we investigated the effects of high‑fat diet intake and endurance training on clock

gene in rat skeletal muscle.【Methods】Adult meal wistar rats(～270g) were used. Animals

were randomly divided into three group; control diet (CON), high‑fat diet (HF) and high‑fat

+ training (HF+Tr). The ON animals were received a standard diet. HF and HF+Tr animals

were received high‑fat diet containing of 62% fat as calories. All animals were feeding two

times per day. The rats of each group were provided equal food volume per day for six

weeks. HF+Tr animals were exercised on treadmill (90min/day and 5days a week). The

mRNA expression of clock gene (Bmal1, Clock and Per2)in skeletal muscle were tested at

four points(ZT2, ZT8, ZT14 and ZT20).【Results and Conclusion】The body weight of HF

was heavy significantly compared with CON and HF+Tr (p<0.001).In skeletal muscle Bmal1

and Per2 gene expressions were not affected by high‑fat diet. On the other hand, the am‑

plitude of Clock expression was attenuated in the HF and HF+Tr. In present study, we

consider the attenuation of Clock expression in skeletal muscle might be caused by lipid

metabolism abnormality. Therefore, high‑fat diet intake was suggested to become obesity.
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Ⅰ．諸言
肥満などの脂肪の蓄積はエネルギー摂取

量が、エネルギー消費量を上回る事で起こ
るが、近年の日本人のエネルギー摂取量は
減少傾向にある。一方で、国民健康・栄養調
査の結果では脂肪エネルギー比率は 1975

年度の 21.4%から、26.4%（平成 24年調査）
まで上昇しており、食の欧米化による高脂
肪食の摂取があげられ、摂取エネルギーの
構成変化が生じている。
国民健康・栄養調査の結果から、現代に

おける肥満やメタボリックシンドロームは
運動不足によるエネルギー消費量の減少だ
けでなく、食の欧米化による高脂肪食の摂
取が関連することが示唆された。また、肥後
ら（2004）が行ったメタボリックシンドロー
ム患者を対象とした栄養摂取状況調査で
は、メタボリックシンドローム患者は脂肪
摂取量が多く、脂肪エネルギー比率が適正
比率を上回っていたとの報告がある。現代
社会における肥満はエネルギー摂取量の過
多ではなく、摂取エネルギーの構成が関連
することが示唆された。
高脂肪食摂取の影響は体重増加、インス

リン抵抗性を発生させるだけでなく、 体温
や摂食行動、睡眠覚醒サイクル、エネルギー
代謝などの生理学的現象をつかさどる時計
遺伝子の発現に影響を与えるとの報告が
Xiaoyan Wang et al.（ 2013）, Rita Rin‑

nankoski‑ Tuikka et al.（2012）及び Kosaka

A et al.（2007）や数々の先行研究によって示
されている。
高脂肪食が時計遺伝子に与える影響は、

その摂取タイミングや摂取量に大きく左右
される。 Yanagisawa et al.（2006）はマウス
に対して 8週間高脂肪食を自由摂取させた
ところ、 高脂肪食摂取群でその摂取量が有
意に高値を示した。 また高脂肪食群の体重
が有意に増加したが、肝臓および内臓脂肪
組織の時計遺伝子発現に対しての影響は僅

かで、メタボリックシンドローム発症に関
する時計遺伝子の役割について研究を進め
ていく必要性を上げている。 摂取タイミン
グについて着目すると、 Megumi Hatori al.

（2012）は高脂肪食を暗期のみに摂取させる
群と自由摂取群に分けて 17週間飼育した。
暗期のみ摂取群と自由摂取群で同量のエネ
ルギー量（Kcal）を摂取させても自由摂取群
の方が過体重を示し、肝臓においては
Bmal1および Per2の位相が減弱した。高脂
肪食を摂取してもマウスの活動期である暗
期に摂取させた場合、自由摂取群と比較し
て体重の増加は抑制され、時計遺伝子の振
幅は保たれていた。この事から、肥満や肥満
に関連する代謝異常の予防に対して食事時
間の制限が有効になる可能性を示唆してい
る。 また、Jane Reznick et al.（2013）はラッ
トが非活動期になる明期に高脂肪食を摂取
させ時計遺伝子、ホルモン濃度などの観察
を行うだけでなく、グルコース利用や脂質
酸化といったエネルギー消費に重要な骨格
筋を解析対象とし、組織特異性に関しても
検証した。その結果、肝臓においては時計遺
伝子 Bmal1の振幅の減弱や位相のずれを
生じたが、骨格筋に対しては見られなかっ
た。このことから、食事による影響は組織に
よって異なることを報告している。また、生
体で 20‑30%のエネルギーを利用している
骨格筋での時計遺伝子の混乱は脂肪蓄積の
増加に関連する可能性があることをあげて
いる。 Yuta Fuse et al. （2012） はマウスに
対して同一エネルギー量の高脂肪食を暗期
（活動期） のみの摂取 （1食/日） 群、 暗期と
明期で摂取させる 2 食/日  （暗期：明期
=3:1） 群、 自由摂取群の 3群に分け 8週間
飼育を行った。その結果、 2食/日群の体重
が他の 2群と比較して有意に低値を示し
た。
これらの先行研究より、高脂肪食摂取に

より時計遺伝子発現リズムの振幅が減弱す
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るなどの乱れが、肥満の一因になっている
ことが報告された。しかし、その原因は食事
の摂取タイミングや、高脂肪食摂取による
エネルギーの過剰摂取の影響があり、高脂
肪食のみの影響については検証の必要性が
あげられる。
一方で、肥満および、メタボリックシンド
ロームの改善には、食事療法だけでなく運
動療法も重要である。また、肥満、メタボリ
ックシンドロームの予防・改善に有効な持
久性トレーニングは、体脂肪量の減少、それ
による除脂肪体重の割合の増加する。その
結果として身体組成の改善、呼吸循環系や
骨格筋、細胞内エネルギー代謝能の亢進に
繋がる。 

また、運動がもたらす効果として上記以
外に時計遺伝子に与える影響についても検
証されている。運動が時計遺伝子に与える
影響として、Gretchen et al. （2012）は一日 2

時間の運動を行ったところ定時的に運動を
行うことで、末梢組織の分子が反応しその
身体活動刺激が全身の概日時計同調させる
ことを示唆し、運動が時計遺伝子に与える
影響について報告した。 その他に T. L.

Leise et al.（2013）高齢マウスにランニング
ホイールで自発的に運動をさせたところ加
齢による概日リズムの変化を軽減させると
いう報告もある。時計遺伝子の異常に対す
る運動の効果は上記により明らかではある
が、それが定時的かどうか、運動を取り入れ
るタイミングについてはまだ明らかではな
い。

Ⅱ．研究の目的
本実験では食事から得るエネルギーの構

成に着目し、高脂肪食がラット身体及び骨
格筋時計遺伝子に与える影響について検証
する。そのため、時計遺伝子の発現リズムに
影響を与える摂食リズムの影響を除くた
め、朝夕 1日 2食の給餌とした。

また、高脂肪食摂取の様な好ましくない
食生活に対して行う持久性トレーニングが
ラット身体及びラット骨格筋時計遺伝子に
与える影響についても検証する。
これらを検証することで、現代社会にお

ける肥満およびメタボリックシンドローム
の予防・改善のための食事および運動処方
に寄与することを目的とする。

Ⅲ．方法
1．被験動物と試験デザイン
本実験では 8週齢で平均体重が約 270g

のWistar系雄ラット（日本エスエルシー株
式会社）60匹を用いた。室温は 25℃、湿度
50%、10:00（ZT0）から 22:00（ZT12）を暗期と
し、 22:00から 10:00を明期としたラットは
1）コントロール群（CON群:n=20）、2）高脂
肪食摂取群（HF群 :n=20）、3）高脂肪食摂
取＋持久性トレーニング群（HF+Tr 群 :

n=20）の 3群に平均体重が等しくなるよう
に分け飼育を行った。飼料は CON群に対
して AIN93G（オリエンタル酵母工業）を摂
取させ、 HF群及び HF+Tr群には脂肪エ
ネルギー比率 60%の高脂肪食（HFD60:オリ
エンタル酵母工業）を与えた。本実験でのラ
ットへの給仕はそれぞれの飼料を ZT0‑

ZT2（明期摂取）、ZT12‑ZT14（暗期摂取）で
自由摂取させる 1日 2食の meal‑fed法を
用いた。また、CON群の飼料の残量からエ
ネルギー摂取量（Kcal）を求め、 HF群と
HF+Tr群のエネルギー摂取量が等しくな
るように pair‑fed法を行った。 飲料は水道
水を用い、自由摂取とした。なお、体重は 2

日に 1回の頻度で測定した。 

HF+Tr群に対するトレーニング強度は
16m/min から開始し徐々に負荷を上げ
21m/minまで負荷を上げるシャトルラン
方式を用いた。なお、実験における最終的な
運動強度は木下幸文ら （2001）と Suzuki J

et al. （1997）を参考にミトコンドリア酸化
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酵素活性が有意に増加する 60%最大酸素摂
取量（20m/min）を目安に行った。トレーニ
ング強度は 6週間の持久トレーニング終了
後、解剖時での運動の一過性の影響を除く
ため 48時間の安静にした後に屠殺した。
屠殺は暗期 2ポイント（ZT14, ZT20）、明

期 2ポイント（ZT2, ZT8）の計 4ポイント
で行った。解剖は体重 100gあたり 20mgの
ペントバルビタールナトリウム水溶液の腹
腔内注射による完全麻酔下で一匹ずつ行っ
た。解剖は開腹後に下大静脈から採血し、心
臓を摘出し絶命させた。その後腓腹筋を摘
出し、その都度直ちに液体窒素を用いてフ
リーズクランプし、分析を行うまで‑80℃で
保存した。凍結させた腓腹筋は液体窒素で
冷やしたステンレス製鉢の中で粉砕し、そ
こから腱を除いたものから約 50mgを採取
した。 内臓脂肪に関しては、副睾丸脂肪、腹
膜後方脂肪、及び腸間膜脂肪を摘出し、電子
天秤で計量した物の合計量を、腹腔内脂肪
量とした。
なお、ラットの飼育･維持、実験場の取り

扱いについては、仙台大学動物実験倫理委
員会の承認を得て行われた。

2．Total RNA抽出とReal –Time PCR
Total RNAは ISOGEN（株式会社ニッポ

ンジーン、東京）を用いて抽出した。腓腹筋
から得られた Total RNA のうち 2μg を
High Capacity cDNA Reverse Transcrip‑

tion Kit（Applied Biosystems, Foster City,

California, USA）を用いて逆転写を行い、
cDNAを合成した。
遺 伝 子 発 現 は Applied Biosystems

StepOneTM Real Time PCR System（Ap‑

plied Biosystems, Foster City, California,

USA）を用いて行った。実験においては、
cDNA10ng/μl とし、試薬には 2XSYBR

Green Master Mix（Applied Biosystems,

Foster City, California, USA）を用いた。解

析対象の遺伝子は時間遺伝子 Bmal1, Clock

と Per2とした。異なるサンプル間の DNA

量変動をコントロールするため、 真核細胞
翻訳伸長因子１α１（eukaryotic translation

elongation factor 1 alpha 1:EEF1A1）を内部
標準として用いた。 EEF1A１の遺伝子発現
から解析対象遺伝子発現を相対的に標準化
した。得られたデータは Comparative Ct

（ΔΔCt）法を用いて解析した。

3．統計処理
実験により得られたデータは平均値±標

準偏差で表わした。腹腔内脂肪量の比較で
は対応のない一元配置分散分析を行い、そ
の後の検定には Tukeyの方法を用いた。
遺伝子発現に関しては、時間を要因とした
対応のない二元配置分散分析を行い、有意
な交互作用が認められた場合には Bonfer‑

roniの方法による多重比較検定を行った。
統計的有意水準は危険率 5％未満とした。

Ⅳ．結果
1．体重、内臓脂肪及び累積摂取エネルギ
ー量
実験終了時の体重は二元配置分散分析の

結果、有意な交互作用が認められた各要因
の単純主効果を検討した。飼育終了時の体
重は、HF群が CON群及び HF+Tr群と比
較して有意に高値を示した（p<0,001）。 内
臓脂肪量に関しては HF群の副睾丸脂肪
量、腎周囲脂肪量、腸間膜脂肪量及び内臓脂
肪量はそれぞれ他の 2群と比べて有意に高
値を示した（p<0,001）。
一方、実験中の累積摂取エネルギー量を

示した。累積摂取エネルギー量には 3群間
に有意差は見られなかった。

2．骨格筋における時計遺伝子発現
図 1に腓腹筋における Bmal1の遺伝子

発現を示した。 二元配置分散分析の結果、
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各屠殺ポイントでの群間差は示されなかっ
た。そのため一元配置分散分析を行い各群
の振幅について検証を行った。その結果
CON群では ZT14と比較して ZT20及び
ZT2 に お い て 有 意 に 高 値 を 示 し た
（p<0,001）。HF 群及び、HF+Tr 群では
ZT14と比較して ZT2が有意に高値を示し
た（p<0,001）。
図 2に腓腹筋における Clock の遺伝子発

現を示した。 二元配置分散分析の結果、
Bmal1同様に各屠殺ポイントでの群間差は
無かったため、一元配置分散分析により振
幅について検証を行った。CON群において
は ZT14と比較して ZT2が有意に高値を
示した（p<0,05）。
図 3に腓腹筋における Per2 の遺伝子発

現を示した。 CON群では ZT14と比較して
ZT20及び ZT2において有意に低値を示し
た（p<0,001）。HF群では ZT14と比較して
ZT2（p<0,001）及び ZT8（p<0,01）において

有意に低値を示した。HF+Tr群においては
ZT14 と比較して ZT2（p<0,001）、ZT8

（p<0,05）が有意に低値を示した。

Ⅴ．考察
本実験では定時的な高脂肪食の摂取がラ

ットの進退に与える影響について検証を行
うと共に、高脂肪食摂取時の持久性トーニ
ングが与える影響についても検証を行っ
た。この結果、同一のエネルギー量を摂取さ
せても HF群は CON群と比較して体重が
有意に高値を示した。このことから肥満は、
摂取エネルギー量ではなく、エネルギー構
成が影響となることが示された。一方で、暗
期（活動期）のみの摂取や、本試験とエネル
ギー配分は異なるが 1日 2食制で給餌を行
った先行研究とは異なる結果となった。

HF+Tr群に関しては、HF群と同量のエ
ネルギーを摂取させたが、体重は有意に低
値を示したため、持久性トレーニングの効
果が示唆された。持久性トレーニングが与
えた影響について検証するために、脂質代
謝に重要な骨格筋について分析を行った。
腓腹筋の選定理由として、Clock変異マウ
スの遺伝子発現を解析したところ、 John J

et al,（2007）は腓腹筋において筋肉クレアチ
ンキナーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、ミト
コンドリア ATPシンターゼなどの重要な
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図1　3群の時計遺伝子Bmal1の相対発現量
CON:CON群(通常食摂取群),HF:HF群(高脂肪食摂取群),HF+Tr:HF+Tr群
(高脂肪食摂取+持久性トレーニング群)**:p<0.001…CON ZT14 vs CON
ZT20,ZT2,HF ZT14 vs HF ZT2HF+Tr ZT14 vs HF+Tr ZT2

図2　3群の時計遺伝子Clockの相対発現量
CON:CON群(通常食摂取群),HF:HF群(高脂肪食摂取群)HF+Tr:HF+Tr群
(高脂肪食摂取+持久性トレーニング群) *:p<0.05 …CON ZT14vs ZT2

図3　3群の時計遺伝Per2の相対発現量
CON:CON群(通常食摂取群),HF:HF群(高脂肪食摂取群)HF+Tr:HF+Tr群
(高脂肪食摂取+持久性トレーニング群)
#:p<0.05…HF+Tr ZT14vs HF+Tr ZT8,*:p<0.01…HF ZT14vs HF ZT8,
**:p<0.001…CON ZT14vs CON ZT2,ZT8



代謝遺伝子の発現と関連することを報告し
ており、腓腹筋の時計遺伝子を分析するこ
とで、その下流にある転写の調節、タンパク
質合成および分解、脂質代謝を推測できる
と考えたからである。
本実験の解析対象である時計遺伝子は、

正の制御因子（CLOCK+BMAL1）と、負の
制御因子（PERと CRY）が存在する。これ
らの遺伝子が互いに作用し合うことで発生
する 1日の遺伝子発現のリズムが体温や摂
食行動、睡眠覚醒サイクル、エネルギー代謝
などの生理学的現象の日内変動を作る。こ
のリズムが乱れることは肥満やメタボリッ
クシンドロームをきたす一因となってい
る。そしてこのリズムを乱す要因として高
脂肪食の摂取が報告されている。
本実験において Bmal1及び Per2におい

ては 3群とも時間経過において有意差を認
め、これらに関しては定時的な高脂肪食の
給餌は時計遺伝子のリズム振幅に影響を与
えていないことが示された。その一方で、非
活動期にピークを迎える夜型時計遺伝子の
Clockが HF群及び HF+Tr群で時間経過
に対する有意差が認められず Clockにおい
て振幅の減弱が見られた。時計遺伝子の働
きとして、 Turek FW et al,（2005）、John J

et al,（2007）及び Staels, B（2006）は Bmal1

は脂肪組織の分化、脂肪酸・コレステロー
ル合成にかかわる酵素群の遺伝子発現に関
与している。そして、Bmal1の過剰発現はそ
れらの増加を示すことを報告している。も
う一つの正の制御因子である Clockに関し
て、Oishi K et al.（2006）は時計遺伝子 Clock

を変異させたマウスと、食欲抑制ホルモン
のレプチン遺伝子を欠損させた obesity‑/‑

マウスは脂質代謝機能に影響を与えること
を報告した。また Turek F. et al.（2005）は
Clock変異マウスに対して高脂肪食を摂取
させたところ昼夜なく摂取を続けインスリ
ン分泌不全、肥満、メタボリックシンドロー

ムを呈した。これらの結果は、概日リズム制
御を司る時計遺伝子の機能障害が代謝性疾
患の一因になることを強く示唆している。
この 2つの時計遺伝子の結果から、脂肪酸
およびコレステロール合成の促進が肥満の
原因ではなく、骨格筋 Clockの機能異常が
もたらす脂質の代謝障害が影響しているこ
とが推測された。

Ⅵ．まとめ
朝夕の 1日 2食の高脂肪食摂取は、骨格

筋における時計遺伝子 Clockの振幅が減弱
した。この事から骨格筋において脂質代謝
異常を惹起し、その結果肥満を示す事が推
察された。
現代の欧米化した食生活は、骨格筋にお

いて脂質代謝を低下させる事が示唆され、
また利便化した生活による運動不足も重な
る事でより肥満になりやすい環境にあるこ
とが推測された。本実験の結果から、肥満の
発生がエネルギーの過剰摂取だけではな
く、エネルギー構成もその要因に当たるこ
とが示された。このことは、栄養指導におい
て脂肪エネルギー比率についての知識を普
及させる事が必要になる事を示す結果とな
った。
一方で、本実験における高脂肪食摂取時

の持久性トレーニングは早朝・朝食前とし
て設定した結果、その肥満抑制効果は見ら
れたが、時計遺伝子のみではその機序を明
らかにすることができず、今後の課題とし
て更なる検討が必要となった。
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