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研究成果の概要（和文）：体内時計は全ての細胞に存在し時刻情報を伝達し生理機能を適切に調節することに貢
献している。我々は器官培養系を用いて正常な軟骨に体内時計が存在することを示した。この結果から骨折など
の疾病にも体内時計が存在し病態に密接に関与すると考え、その修復過程で病態にどのように体内時計が関与す
るかについての検討を組織学的手法および器官培養を用いて明らかにした。組織学的検討では骨折部が正常な治
癒過程を経過していること、器官培養系では治癒過程の骨折部に体内時計が存在することが明らかにされた。更
に副甲状腺ホルモンが体内時計を構成する時計遺伝子を誘導することから骨折修復における副甲状腺ホルモンの
役割についても検討した。

研究成果の概要（英文）：Circadian clock exists all animal cells, contributes to regulate many 
physiological functions. We have already unveiled the existence of circadian clock in locomotorium 
system.But it was not clear how circadian clock function.Thus, we established fracture model and 
observed what was happened at healing site. Our experimental system prove that circadian clock have 
also work at fracture site.

研究分野： 骨折修復
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
地球上で生活する生物には約 24 時間の周期
に同調する様々な生体反応が観察される。 
この約 24 時間周期の内在性リズムは概日リ
ズムと呼ばれており、Per, Cry, Bmal1, Clock
などの一連の時計遺伝子群によって構成さ
れる体内時計によって実現されている。この
ような体内時計は身体の全ての細胞に存在
し、さまざまな生理学的な反応を体内時計が
作り出す時刻情報をもとに調整しているこ
とが知られている。体内時計の破綻が睡眠障
害や情動障害、高血圧、糖尿病、がんなどの
様ざまな疾患の原因となることが報告され
ている（Hansen AB, et al., Occcup Environ 
Med.2016）。また疾患の中にはその症状の強
弱が時間に依存することがあり、例えば関節
リウマチでは朝方に関節の疼痛の症状が強
くなる。このような時間依存的な症状を時間
に合わせた治療でより効果的な治療を行う
時間治療が様々な領域で積極的に試みられ
るようになっている。 
２．研究の目的 
これらの背景から①疾患の病態生理を体内
時計という観点から分子生物学的に明らか
にし、病態生理に基づいた②時間治療を構築
することを本研究の目的とした。具体的には
これまで筋肉や骨などの運動器では体内時
計の存在は知られていなかったため、本研究
では運動器と体内時計の関係を明らかにす
ることを目標とした。まずは①正常の運動器
で体内時計の存在を明らかにし、その生理的
な機能の意義を分子生物学的な観点から解
明すると同時に②運動器疾患における時間
治療の可能性についても検討することを目
的とした。 
３．研究の方法 
Per2 は概日リズムを実現する体内時計を構
成する時計遺伝子の一つである。この Per2
に発光レポーターを導入し、PER2 タンパク質
と蛍ルシフェラーゼ（Luc）との融合タンパ
ク質を合成し、概日リズムを発光強度として
測定が可能な機能を持った遺伝子改変マウ
ス（以下 Per2::Luc マウス）は体内時計の状
態を評価するために広く用いられている。P
本研究ではこのマウスを用いて大腿骨の器
官培養を行い、発光強度を測定し骨端軟骨に
明瞭なリズムがあることを明らかにした。ま
た長期間の培養を行ったところ骨端軟骨の
リズムは堅持され、正常な大腿骨成長軟骨板
には明瞭で強固なリズムがあることを明ら
かにした。次に運動器疾患の代表として骨折
をとりあげ、骨折部には体内時計が存在する
のか、存在するのであれば骨折の修復過程に
どのように関与しているかを明らかにすべ
く実験計画を立てた。Per2::Luc マウスの大
腿骨に骨切りを行ったマウス大腿骨骨折モ
デルを作成し、独自に設計した創外固定器を
用いることで骨折部の治癒過程を経時的に
観察が可能な実験系を構築した。術後の経時
的な組織染色および単純X線像では骨癒合が

経時的に進行していたことから本実験系が
骨折および骨折修復の治癒過程の評価系と
して適切であることが示された。また術後の
大腿骨を採取し器官培養下で発光測定を行
い、成長軟骨板とともに骨折部にもに明瞭な
概日リズムが存在することを明らかにした。
これらの結果から、治癒過程の骨折部に体内
時計が存在することが示された。また骨折部
の体内時計の同調機構に関与していると考
えられている副甲状腺ホルモン（PTH）の機
能について解明するため、PTH 投与によるリ
ズムの位相変化について検討した。PTH の投
与によりリズムの位相は変化した。組織学的
検討としてPTH受容体抗体を用いて免疫染色
を行い、骨折部に PTH 受容体の発現を認めた
ことから骨折の治癒過程ではPTHが時刻の制
御因子の一つであることを明らかにした。ま
た時刻情報の一つの鍵因子としての温度に
ついて分子生物学的な機序を検討するため
に軟骨前駆細胞株 ATDC5 や前骨芽細胞株
MC3T3 を用いた実験を行った。 
これらの発光測定装置の使用や実験計画の
策定および実施については京都府立医科大
学統合生理学教室の全面的な指導・協力の下
で実現している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図：創外固定器と骨折部の器官培養の様子お
よび発行リズム測定の結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図：術後それぞれの日数でのヘマトキシリ
ン・エオジン染色およびサフラニン O染色に
よる組織の評価 
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Figure1:  Bioluminescence traces of MC3T3-E1 Bmal1:luc 
cells. Data shown are means ± SD (n = 3 per group). 
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Figure3: The quantitative analysis of the heat shock-
induced phase shift. MC3T3-E1Bmal1:luc cells were exposed 
to 2hours heat stimulations 48 h and 60 h after synchronization. 
(n = 3 per group; ***, p < 0.005 (vs. 3 6˚C)).
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図：MC3T3-E1 細胞株での発光リズム測定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：MC3T3-E1 細胞株での温度変化と位相変化
の関係 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図：同調開始後 48 時間後および 60 時間後の
各温度における位相変化の変化量の比較 
 
４．研究成果 
① 独自に開発した創外固定器を使用し骨

折モデルとして最適な実験系の確立に
成功した。 

② 確立した実験系を用いて器官培養で骨
折部の観察を行い骨折部に体内時計が
あることを明らかにした。 

③ 骨折部の免疫染色を用いて組織学的な
検討を行った。 

④ 細胞株を用いて骨折部の体内時計の生
理的な意義について分子生物学的な機
構の検討を行った。 
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