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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでの研究結果から骨代謝における概日時計制御系が果たす役割につい
て検討した。特に、α1アドレナリン受容体アゴニストであるフェニレフリン投与による時計遺伝子の発現変動
など、交感神経シグナルによる骨代謝制御における概日時計制御系の関与の可能性について検討を進めてきた。
交感神経シグナルの標的分子として同定した時計遺伝子Nuclear Factor, Interleukin 3 Regulated/E4 
Promoter-Binding Protein（Nfil3/E4BP4）の機能解析の結果、時計遺伝子Nfil3/E4BP4は骨リモデリングにおい
て重要な役割を果たす可能性が示唆された。 

研究成果の概要（英文）：Recent studies demonstrated that the bone metabolic functions are closely 
related to an intrinsic biological rhythm, named the circadian clock. Previous reports have 
demonstrated that adrenergic receptor (AR) signaling in osteoblasts up-regulated the basic leucine 
zipper transcriptional factor nuclear factor IL-3 (Nfil3)/e4 promoter binding protein 4 (E4BP4). 
In the present study, we determined whether Nfil3/E4BP4 contributed to regulating the cellular 
function of osteoblasts. To evaluate the functionality of Nfil3/E4BP4 on bone metabolism, we 
compared the bone phenotype of Nfil3 null mice with that of WT littermates. The results suggest that
 Nfil3/E4BP4 plays a key role in bone formation. Since the circadian clock regulates key molecules 
in the cellular functions in osteoblasts, this system may be closely involved in the cellular 
functions associated with bone remodeling, indicating the potential of this clock system in the 
treatment of bone disorders.

研究分野：骨代謝学、分子薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、概日時計制御系による骨代謝制御の可能性が示唆されている。本研究は、時計遺伝子Nfil3/E4BP4の骨リ
モデリングにおける役割を明らかにするなど、体内時計と骨代謝を直接結びつける分子機構の一部を明らかにし
た。また、骨芽細胞におけるNfil3/E4BP4と時計遺伝子Bmal1, Rev-erbとの関連についても検討した結果、
Nfil3/E4BP4はRev-erbによって負に制御されることが明らかとなった。これらの研究成果は時間薬理学の観点に
基づいた新たな治療法や予防法の開発、時計遺伝子を標的とした骨粗鬆症に対する新たな治療理論の構築につな
がるものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 生物の生命活動は約２4時間周期の体内リズムによって支配されており、そのリズムを制
御しているのが時計遺伝子である。近年、肥満や糖尿病、高血圧症などの生活習慣病の発
症に時計遺伝子が関与するという報告がある。また、時計遺伝子を標的とした薬剤である
合成 REV-ERB リガンドは、代謝疾患の治療に有効である可能性が示されている 1)。 

(2) 骨代謝には概日リズムが存在することが明らかになりつつある。我々は、糖質コルチコイ
ドや交感神経シグナルによって骨芽細胞の時計遺伝子（Period1, Period2, Period3, 
Bmal1）が同調化することを報告し、さらに、骨リモデリングにおいて重要な役割を果た
す破骨細胞抑制因子 Osteoprotegerin（OPG）発現は、時計遺伝子によって制御されるこ
とが明らかにした 2)。また、骨芽細胞におけるシクロオキシゲナーゼ 2（Ptgs2）発現に
関しても同様の制御機構が存在することを報告している 3)。 
 

２．研究の目的 
 
(1) 骨組織に発現する時計遺伝子の生理的意義、骨代謝に見られる概日リズムの分子制御機構
に関してはほとんど解明されていない。したがって、細胞レベルおよび個体レベルの両面
から骨関連細胞における時計遺伝子の役割の理解、さらに骨粗鬆症発症時における分子時
計の関与を明らかにすることは骨粗鬆症発症の分子メカニズムを理解する上で非常に重要
である。よって、本研究では、骨組織における時計遺伝子の機能と骨病態時における時計
遺伝子の機能変動の関与の可能性について検討することを目的とした。 
(2) これまでの解析によって蓄積された情報を足掛かりに、交感神経シグナルの標的分子とし
て同定した時計遺伝子 Nuclear Factor, Interleukin 3 Regulated/E4 Promoter-Binding 
Protein（Nfil3/E4BP4）に焦点を絞って、時計遺伝子 Nfil3/E4BP4 の骨組織における特異
的機能とその分子制御機構を明らかにすることを試みる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) これまでの研究結果から骨組織における時計遺伝子発現が交感神経シグナルによって制御
されることが明らかとなっている。事実、α1アドレナリン受容体アゴニストであるフェニ
レフリン投与によって、マウス骨組織における時計遺伝子群のリズミックな発現が変動す
ることを既に見いだしている 4)。本研究では、骨組織に発現する時計遺伝子の個体レベル
での機能解析の第一歩として、Nfil3/E4BP4 遺伝子欠損マウス(KO)の解析を試みた。具体
的には、µCT 法を用いた骨量の測定、凍結切片またはパラフィン切片標本を用いた形態計
測による破骨細胞数の測定、カルセイン二重標識法による骨形成能の測定等をおこない、
Nfil3/E4BP4 KO の詳細な個体異常と骨代謝能の変化について検討した。 
(2) 骨芽細胞における細胞機能に時計遺伝子 Nfil3/E4BP4 が関与する可能性について検討する
ために、骨芽細胞様株 MC3T3-E1 細胞を用いて、RNA 干渉、リアルタイム PCR 法による分化
マーカーの発現変動等について細胞生物学的解析を行った。 
(3) 時計遺伝子 Nfil3/E4BP4 を過剰発現した MC3T3-El 細胞を解析した結果、破骨細胞抑制因子
OPG 2)、Cyclooxygenase-2 3), 骨代謝関連遺伝子 Bone morphogenetic protein 4 (Bmp4) 4)、
転写因子 CCAAT/enhancer-binding protein delta (Cebpd)が Nfil3/E4BP4 によって制御さ
れる可能性を既に見いだしている。したがって、本実験では Nfil3/E4BP4 が Cebpd の標的
遺伝子である可能性を検討する目的で、Cebpd が Nfil3/E4BP4 を直接的に制御するかにつ
いて分子生物学的手法を用いて検討した。具体的には、ChIP アッセイを用いて、
Nfil3/E4BP4 プロモーター上における Cebpd の結合部位の同定と機能的意義について検討
した。 
(4) 骨粗鬆症モデルである卵巣摘出マウスを用いて、骨粗鬆症発症時における時計遺伝子群の
変動とその生物作用について検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 骨リモデリングにおける時計遺伝子 Nuclear Factor, Interleukin 3 Regulated/E4 
Promoter-Binding Protein（Nfil3/E4BP4）の新規機能の解明を中心に研究を進めた。時
計遺伝子 Nfil3/E4BP4 は、時計遺伝子 Period2 を抑制的に制御して概日時計の時刻合わせ
をする重要な因子であるだけでなく、Nfil3/E4BP4 は T 細胞の分化決定に必須な転写因子
であることが報告されているが 5)、本研究ではµCT法を用いた骨量の測定、形態計測によ
る骨芽細胞数、破骨細胞数の測定、カルセイン二重標識法による解析を行った。その結果、
Nfil3/E4BP4 遺伝子欠損マウスでは野生型マウスに比べて BV/TV 値と骨形成の指標である
BFR 値の減少が明らかとなった。すなわち、Nfil3/E4BP4 は骨形成に関与する可能性が示
唆された。 

(2) Nfil3/E4BP4 ノックアウトマウスの解析では、骨形成に関与する可能性が示唆されたので、
細胞レベルによる Nfil3/E4BP4 の機能解析のために、骨芽細胞様株 MC3T3-E1 細胞を用い



て Nfil3/E4BP4 過剰発現安定株を作製し、細胞生物学的解析を行った。その結果、
Nfil3/E4BP4 過剰発現によって ALP 活性の有意な増加が観察された。一方、siRNA、リアル
タイム PCR 法を用いて Nfil3/E4BP4 のノックダウンの影響について検討した結果、
Nfil3/E4BP4 が Cdkn1a 遺伝子にコードされるサイクリン依存性キナーゼ阻害因子 1(p21)
の遺伝子発現を負に制御することによって、細胞増殖に影響を及ぼす可能性が示唆された。 

(3) 骨芽細胞における Nfil3/E4BP4 の標的遺伝子として見出した Bmp4 の制御機構について解
析すると同時に、転写調節因子Ppargc1aの骨組織における新規機能についても解析した。
その結果、骨芽細胞におけるアドレナリン受容体シグナリングによる Nfil3/E4BP4 発現上
昇とそれに伴う Bmp4 発現の抑制には、転写因子 CCAAT/enhancer-binding protein delta
が一部関与する可能性が示唆された。 

(4) これまでの研究において炎症反応における Nfil3/E4BP4 の関与が指摘されている。したが
って、骨関連疾患発症機構における時計遺伝子群の関与の可能性について検討する目的で、
骨関連細胞の炎症性サイトカインの発現調節機構における時計遺伝子Nfil3/E4BP4の関与
の可能性について検討した。siRNA を用いて C3H10T1/2 細胞に対する Nfil3/E4BP4 のノッ
クダウンの影響について検討した結果、Nfil3/E4BP4 のノックダウンは Il-1ßによる炎症
性サイトカイン Il6 の発現誘導を有意に増強した。一方、Nfil3/E4BP4 の一過性の過剰発
現は、Il-1ßによる炎症性サイトカイン Il6 の発現誘導を有意に抑制した。さらに、骨粗
鬆症における Nfil3/E4BP4 の関与の可能性について検討するために、卵巣摘出マウスの骨
組織における時計遺伝子群 Nfil3/E4BP4、Period、Bmal1、Rev-erb、および Rora の遺伝子
発現と破骨細胞分化関連因子 Rankl, Opg の発現変動について qPCR 法を用いて解析した。
その結果、Sham 群に比して卵巣摘出マウスにおける Nfil3/E4BP4 の発現変動と同時に
Rankl の有意な発現増加が観察された。 

(5) これまでの研究成果より、時計遺伝子 Nfil3/E4BP4 は骨形成に関与する可能性が示唆され
た。また、Nfil3/E4BP4 は p21 の遺伝子発現を負に制御することによって、細胞増殖に影
響を及ぼすことを明らかにした。さらに、卵巣摘出マウスから摘出した骨組織において、
Nfil3/E4BP4 の発現変動が見出されたこと、シクロオキシゲナーゼ 2 をコードする Ptgs2
がNfil3/E4BP4の標的遺伝子であることを鑑みると、骨粗鬆発症機構におけるNfil3/E4BP4
の関与の可能性は十分に考えらえる。特に、Nfil3/E4BP4 が破骨細胞分化関連因子 Rankl
発現を直接的に制御するかにどうかについて検討するなど、骨リモデリングにおける
Nfil3/E4BP4 の役割について明らかにする必要がある。 

(6) 骨代謝における時計遺伝子の役割に関する全体像を明らかにするために、Nfil3/E4BP4 と
時計遺伝子 Bmal1, Rev-erbαとの関連について検討した結果、骨芽細胞における
Nfil3/E4BP4 は Rev-erb によって負に制御されることが明らかとなった。現在、約 150 種
類の生薬エキスライブラリーを用いて、Bmal1 プロモーター活性を指標に、Rev-erbαに対
する天然物アゴニストの探索を試みている。これまでの研究によって見出された核内受容
体 Rev-erbαに作用する候補化合物の生物作用について、今後検証する必要がある。 
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