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概 要 われわれはサーカディアンリズムと呼ばれる約 24 時間周期の体内時計を持っている。最近の研究から、体内時

計は全身のほとんどの組織に内蔵されており、特に末梢組織の体内時計は、毎日、食事情報によって調整されていること

が明らかになってきた。しかしながら、食事内容が体内時計に与える影響についてはほとんど明らかにされていない。そこ

で、本研究では、高食塩食の摂取がサーカディアンリズムに与える影響を解析することを目的とした。まず、雄の BALB/c

マウスに高食塩食（8.0% NaCl）と通常食塩食（0.3% NaCl）を 4 週間与え、行動リズムと、腎臓の時計遺伝子発現リズムを

比較した。その結果、行動リズムには特に変化は現れなかったが、腎臓の時計遺伝子発現リズムは、高食塩食を摂取さ

せたものは通常食塩食を摂取させたものと比較して、約 2 - 3 時間リズムが前進していることが明らかになった。次に、濃度

が半分の高食塩食（4.0% NaCl）および通常食塩食（0.3% あるいは 0.6% NaCl）を 4 週間摂取させ、同様に腎臓の時計遺

伝子発現リズムを定量した。その結果、0.3% と 0.6% では差が見られないが、4.0% NaCl 食は 8.0% NaCl 食と同様にリズ

ムが前進していた。さらに、肝臓における時計遺伝子発現リズムを解析したところ、腎臓と同様にリズムが前進していること

が明らかになった。さらに、脂質代謝、糖代謝に関与する、PPARα、PEPCK1（Pck1）、PDK4の肝臓における遺伝子発現リ

ズムを解析したところ、これらのリズムも同様にすべて前進していた。以上の結果から、少なくとも 4.0% NaCl 以上の高食

塩食の摂取は、中枢のサーカディアンリズムには影響を与えないものの、末梢のサーカディアンリズムを前進させることが

示唆された。 

 

１．研究目的 

ほぼ全ての生物は、約 24 時間周期からなる体内時計

“サーカディアンリズム”を有している。人においてこのリズ

ムの乱れは、睡眠障害に始まり、肥満やがん、心筋梗塞

などのリスクを高める [1]。サーカディアンリズムは十数種類

の時計遺伝子が転写のフィードバックループを形成するこ

とによって生み出され、これが光や食事によって補正され

ている [2]。その中枢は視床下部に存在するが、肝臓や心

臓、腎臓など生体を構成するほぼすべての器官や組織に

も固有のサーカディアンリズムが存在している。各組織に

おいて、固有のサーカディアンリズムが崩れることは、がん

や機能不全のリスクが高まることを意味する。また、これら

の機能的リズムの結果、血圧や体温などの生理反応も約

24 時間周期で変動している。これまで、食事時間や摂取

カロリーが体内時計に与える影響の研究は数多くなされ

てきたが [2]、個々の食品やその成分との関わりについて

はほとんど検討されていない。しかしながら、サーカディア

ンリズムと食塩の摂取にも、機能的相関があると考えられ

る。実際、食塩の尿排出は夜に多いことが報告されており 

[3]、食塩に対する感受性も朝と晩では異なることが知られ

ている。本研究は、食塩の摂取量を変化させることで腎臓

のサーカディアンリズムがどのように変化するか、さらには

動物個体にどのような影響を及ぼすのかを検討することを

目的とした。 

 

２．研究方法 

マウスは 12 時間明暗サイクル（明期：8:00 - 20:00）、24 ± 

1℃、湿度 50 ± 5% の条件で飼育した。食餌、水はいつで

も自由に摂取できる自由摂取とした。動物実験は、「農林

水産省の所管する研究機関等における動物実験等の実
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施に関する基本指針」に従い実施した。 

２．１ 高食塩食（8.0% NaCl）の長期摂取が腎臓のサー

カディアンリズムに与える影響 

BALB/cAn マウス（雄，10 週齢；日本チャールズリバー）

32 匹を 1 週間の予備飼育後、2 群に分け、0.3% あるいは

8.0% NaCl 相当の Na 含有食（オリエンタル酵母）を 4 週間

摂取させた。ZT* 1、4、7、10 と 3 時間毎に 4 点、各 4 匹ず

つから腎臓を摘出し、RNA later（Ambion）に浸漬した。

RNeasy Mini Kit（QIAGEN）にて total RNA を抽出し、

RNA 各 3 µg、ランダムヘキサマー 150 ng、SuperSctiptII 

逆転写酵素（Invitrogen）を使用し cDNA を合成した。

SYBR Green Real-time PCR Master Mix（ToYoBo）を利用

し、ABI Prism 7000（ABI）にてリアルタイム PCR を行い、

時計遺伝子の定量を行った。使用した遺伝子とプライマ

ーは Table 1 の通り。サンプル間の定量値を比較するため、

それぞれの遺伝子の定量値は GAPDH の定量値によって

補正した。 

* ZT：明期の始まり（8:00）を 0 時とするツァイトゲーバー

タイム（Zeitgeber time） 

２．２ 高食塩食（4.0% NaCl）の長期摂取が末梢臓器の

サーカディアンリズムに与える影響 

BALB/cAn マウス（雄，10 週齢）54 匹を 1 週間の予備飼

育後、3 群に分け、0.3%、0.6%、4.0% NaCl 食を 4 週間摂

取させた。ZT1、5、9、13、17、21 と 4 時間毎に 6 点、各 3

匹ずつから腎臓、肝臓をサンプリングし、上述の方法によ

り、時計遺伝子の発現量を定量した。 

２．３ 行動リズムの測定 

BALB/cAn マウス（雄，10 週齢）8 匹を回転カゴ（メルク

エスト）で飼育し、4 匹ずつ 2 群に分け、最初の 4 週間は

0.6% NaCl 食で飼育した。その後、0.3% NaCl あるいは

8.0% NaCl 食を 4 週間摂取させた。回転カゴの回転数を

15 分毎に計測し、活動量を経時的に測定した。48 時間毎

のダブルプロットアクトグラムは、CIFII プログラム（メルクエ

スト）により作製した。 

２．４ 高食塩食が末梢臓器の生理機能リズムに与える

影響 

２．２で調製した cDNA をテンプレートにして、２．１に記

述した方法でリアルタイム PCR により、PPARα、Pck1、

PDK4 の mRNA 発現量を定量した。使用したプライマー

の配列は Table 1 の通り。 

 

３．研究結果 

３．１ 高食塩食（8.0% NaCl）の長期摂取が腎臓のサー

カディアンリズムに与える影響 

マウスに通常食塩食（0.3% NaCl）あるいは高食塩食

（8.0% NaCl）を 4 週間摂取させた。通常食塩食による 1 週

間の予備飼育後、高食塩食に切り換えたグループでは、

最初の 1 週間は摂餌量が急激に減り、体重も減少した

（Fig. 1）。しかし、2 週目以降は摂餌量も回復し、4 週間後

には、摂餌量も体重も 2 群間で有意差は見られなかった。 

 
Table 1. Primer sequence using real-time PCR 

Gene Name 
(Gene symbol) NCBI accession Primer forward 

(5’---3’) 
Primer reverse 

(5’---3’) 

Bmal1 (Arntl) NM_007489 tcagatgacgaactgaaacacc cggtcacatcctacgacaaa 
Dbp NM_016974 gcattccaggccatgagact ccagtacttctcatccttctgt 

Npas2 NM_008719 cccaggagttaccagtgcag gaggaatgcagagcagtcg 

Rev-erbα(Nr1d1) NM_145434 ccctggactccaataacaaca tgccattggagctgtcact 

Per1 NM_011065 gcttcgtggacttgacacct tgctttagatcggcagtggt 

Per2 NM_011066 gttccaggctgtggatgaa ggcgtctcgatcagatcct 

PPARα (Ppara) NM_001113418 aactggatgacagtgacatttcc ccctcctgcaacttctcaat 

PEPCK1 (Pck1) NM_011044 atgtgtgggcgatgacatt aacccgttttctgggttgat 

PDK4 (Pdk4) NM_013743 cgcttagtgaacactccttcg cttctgggctcttctcatgg 

NHE3 (Slc9a3) NM_001081060 tccatgagctgaatttgaagg tacttggggagcgaatgaag 

GAPDH NM_008084 catggccttccgtgttccta cctgcttcaccaccttcttga 
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Fig. 1. Change of body weights and food intakes on mice fed normal-salt (0.3% NaCl) or high-salt (8.0% NaCl) diets for 4 

weeks 

 

それぞれの飼料を 4 週間摂取した後に、時計遺伝子で

ある Bmal1、Dbp、Rev-erbα Per1、Per2 について、腎臓に

おける mRNA 発現量をリアルタイム PCR により定量した。

いずれの遺伝子も、これまでに知られているのと同様に [1]、

時刻依存性の発現変動を示した（Fig. 2）。しかしながら、

通常食塩食群と高食塩食群を比較すると、ほとんどの遺

伝子で、その発現リズムに 2 - 3 時間程度の差があり、高食

塩食群のリズムが前進していた。 

３．２ 高食塩食（4.0%）の長期摂取が末梢臓器のサーカ

ディアンリズムに与える影響 

上記のリズム変化が高食塩食による前進作用なのか、

通常食塩食（0.3% NaCl）の食塩濃度がやや低い（一般的

に市販されている試料は 0.6% NaCl 程度）ことによる後退

作用なのかを調べるため、0.3、0.6、4.0% NaCl 食を 4 週

間摂取させ、腎臓の時計遺伝子発現リズムをリアルタイム

PCR により定量した。その結果、0.3% NaCl 食と 0.6% 

NaCl 食はほとんど同じリズムを刻んでいたが、4.0% NaCl

食では、リズムが前進していた（Fig. 3）。 

さらに高食塩食の摂取による腎臓のサーカディアンリズ

ム前進が腎臓に特異的な効果かどうかを調べるため、

0.3% NaCl 食と 4.0% NaCl 食を与えたマウスの肝臓にお

ける時計遺伝子の発現リズムを解析した。その結果、4.0% 

NaCl 食を摂取したマウスは、腎臓と同様に、肝臓のリズム

も約 2 - 3 時間前進していた（Fig. 4）。 

 

３．３ 高食塩食が行動リズムに与える影響 

高食塩食の摂取が腎臓あるいは肝臓の時計遺伝子発

現リズムを前進させることから、食餌の摂取時刻を含めた

行動リズム全体が前進している可能性が考えられた。そこ

で、回転カゴによりマウスの活動量を経時的に測定し、高

食塩食と通常食塩食摂取群の行動リズムを比較した。そ

の結果、いずれの摂取群も、暗期になるとすぐに活動を始

め、明期になると活動を終えた（Fig. 5）。食塩濃度の差に

よる活動量の変化あるいは活動時間の変化は観察されな

かった。 

３．４ 高食塩食が末梢臓器の生理機能リズムに与える

影響 

時計遺伝子は様々な遺伝子の発現を制御し、体温や

脂質代謝などの生理機能にも日周内変動が起こる。そこ

で、時計遺伝子ではないが日周変動が知られている遺伝

子の発現リズムも高食塩食摂取により前進しているのかど

うか検討した。まず、肝臓において、脂質代謝に関連する

PPARα、糖代謝に関連する、Pck1（PEPCK-1）、PDK4 に

ついて、その mRNA 発現量を定量したところ、いずれも日

周リズムが観察され、高食塩食摂取群において、時計遺

伝子の発現リズムと同様に 2 時間程度そのリズムが前進し

ていた（Fig. 6）。続いて、腎臓においてナトリウムの再吸

収に関与することが知られているトランスポーター、Na/H

交換輸送体（NHE3）の発現リズムについて定量したところ、

こちらもリズムがやや前進していることが確認された。 

26.0 

27.0 

28.0 

29.0 

30.0 

31.0 

0 7 14 21 28 35 

B
od

y 
w

ei
gh

t (
g)

Days

0.0 

1.0 

2.0 

3.0 

4.0 

0 7 14 21 28 35 

Fo
od

 in
ta

ke
 (g

/d
ay

)
Days

0.3% NaCl 0.3% or 8.0% NaCl

Mean ± SE (n = 16)

8.0% NaCl

0.3% NaCl

平成２０年度助成研究報告集Ⅱ（平成２２年３月発行）



- 174 - 

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

0 4 8 12

Bmal1

0.0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

0 4 8 12

Per1

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

2.0 

0 4 8 12

Npas2

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

0 4 8 12

Per2

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

0 4 8 12

Dbp

0.0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

0 4 8 12

Per3

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

0 4 8 12

Reverb-a

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

    

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

   

 

Fig. 2. Temporal expression of clock genes in kidneys of mice fed normal-salt (0.3%NaCl) or high-salt (8.0% NaCl) diets 
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Fig. 3. Temporal expression of clock genes in kidneys of mice fed normal-salt (0.3% NaCl or 0.6% NaCl) or high-salt (4.0% 

NaCl) diets 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Temporal expression of clock genes in livers of mice fed normal-salt (0.3% NaCl) or high-salt (4.0% NaCl) diets 
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Fig. 5. Locomotor activity of mice fed normal-salt (0.3% NaCl) and high-salt (8.0% NaCl) diets 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Fig. 6. Temporal expression of functional marker genes in livers or kidneys of mice fed normal-salt (0.3% NaCl) or high-salt 

(4.0% NaCl) diets 
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４．考 察 

本研究は、高食塩食の摂取がマウスのサーカディアンリ

ズムに与える影響を解析し、末梢臓器のリズムを前進させ

ることを見出した。その濃度についてであるが、8.0% NaCl

食でも、4.0% NaCl 食でも 4 週間の摂取により効果が現れ

たことから（Fig. 2, 3）、少なくとも 4.0% 以上であれば充分

な効果が出るものと考えられる。そのメカニズムについて

であるが、8.0% NaCl 食の場合、餌を変えた直後は摂食

量が落ち、体重が減少したが（Fig. 1）、4.0% NaCl 食では、

その影響は体重に現れるほどには見受けられなかったこ

とから（data not shown）、体重の一過的な減少による影響

ではないと考えられる。このリズム前進は、腎臓のみなら

ず、肝臓でも確認されたことから（Fig. 4）、尿の産生量が

増加したことによる腎臓の負荷といった特異的なものでは

なく、血液中の液性因子が関与し、複数の末梢組織に影

響していることが考えられる。また、行動リズムには影響が

現れなかったことから（Fig. 5）、液性因子であるとするなら

ば、血液脳関門を通過しないものか、中枢には受容体が

存在しないものである可能性が高い。グルココルチコイド

やインスリンは、中枢時計にはあまり作用せずに、末梢組

織の体内時計に大きな影響を与えることが知られており [4, 

5]、これらのホルモンの分泌量やリズムの変動により、末梢

時計のリズムが前進している可能性が考えられる。 

各末梢組織には末梢時計が存在しており、それは、そ

れぞれの生理機能リズムと密接に関与している。肝臓のリ

ズムは、血糖値を一日中維持することに必要であり、肝臓

のリズムだけを特異的に消失させると、一日のうちで特定

の時間帯のみ低血糖を引き起こしてしまう [6]。これは、脂

質代謝と糖代謝にそれぞれリズムがあり、食餌からのエネ

ルギーが欠乏する時間帯には、脂質からの糖新生による

血糖値の維持が盛んになることを示している。実際、脂質

の燃焼に関与している PPARα や糖新生に関与する Pck1

の遺伝子発現ピークは、マウスの休息期である昼間にくる。

本研究の結果からも PPARα、Pck1 の発現ピークは昼間の

ZT9 付近にきているが（Fig. 6）、高食塩食の摂取により、

その発現ピークは時計遺伝子と同様に 2 - 3 時間前進して

いる。また、糖代謝に関与する PDK4 も発現リズムも前進

していることから、代謝系全般のリズムが前進していること

が示唆される。また、腎臓の近位尿細管において、NHE3

は、ナトリウムの再吸収に重要な機能を果たしている分子

であり、その発現は時計遺伝子により日周制御されている

ことが知られているが [7, 8]、高食塩食の摂取によりこちらの

リズムも前進していた（Fig. 6）。このことから、腎機能の生

理リズムもやはり前進している可能性が考えられる。以上

のことから、高食塩食の摂取により、末梢臓器全般の時計

遺伝子発現リズムが前進することにより、その下流で制御

されている、生理機能に直結する遺伝子群の発現リズムも

前進し、脂質代謝や糖代謝、ナトリウムの再吸収などの生

理機能全体のリズムが前進していることが示唆された。 

 

５．今後の課題 

高食塩食の摂取により末梢時計が 2 - 3 時間前進したと

考えられるが、行動リズムの解析から、マウスの睡眠・覚醒

や食餌時間などは変化していないと考えられた。つまり、

中枢時計と抹消時計の関係が、通常食塩食を摂取してい

る場合と比較して 2 - 3 時間ずれている可能性が高い。こ

れが、生体にとってどのような意味をもち、どれほどの影響

を与えているのかは今のところ不明であるが、いわゆる

「時差ボケ」は中枢時計と末梢時計のずれが原因でない

かと考えられていることから、この現象を詳細に解析するこ

とにより、時差ボケの解消はもとより、中枢時計と末梢時計

の関係やそれぞれの生理的意義について多くの知見が

得られると予想される。また、別の展開として、食塩感受性

高血圧のヒトにとって、サーカディアンリズムの観点から有

効的あるいは避けた方が良い食塩摂取のタイミングを検

討することも可能である。これらの成果が生活習慣病を予

防するための食品開発、並びに規則正しい食習慣の見直

しにつながることを期待している。 
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Summary 
In mammals, circadian clocks are thought to be important on peripheral tissues for adjusting physiological 

events to environment.  Unlike the central clock, which is located on suprachiasmatic nucleus and mainly driven 

by light/dark cycles, many peripheral clocks are influenced by feeding schedule.  But the roles of peripheral 

clocks and the regulating factors are little known.  Therefore, we examined the effects of high-salt diet on 

circadian rhythms of mice.  We fed mice with high-salt diet (4.0% or 8.0% NaCl) or normal-salt diet (0.3% or 

0.6% NaCl) for 4 weeks.  Peripheral expression of clock genes, Bmal1, Dbp, Per1, Per2 and Rev-erbα in the 

kidneys and livers and locomotor activity were determined by real-time PCR and wheel running, respectively.  

The phase of clock genes was advanced in the both tissues of mice fed high-salt diet, but locomotor activity is not 

different between both groups.  Expression rhythms of metabolic marker genes, PPARα, PEPCK1 (Pck1), and 

PDK4 were also advanced in liver.  Our result indicated that high-salt diet advanced the peripheral circadian 

clocks without affecting central clock. 
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