
長崎大学・医歯薬学総合研究科（医学系）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７３０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

循環器疾患における時計遺伝子Clif/Bmal2の役割の解明

Role of the clock gene Clif/Bmal2 in cardiovascular diseases

９０２８２６４９研究者番号：

前村　浩二（MAEMURA, Koji）

研究期間：

１７Ｋ０９５９２

年 月 日現在  ２   ６   ８

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：時計遺伝子の乱れが、代謝疾患、免疫疾患、循環器疾患の発症、進展に重要な働きを
担っていることが明らかになっている。本研究では、我々が同定した時計遺伝子であるClif/Bmal2のノックアウ
トマウスを作製し、その循環器疾患、代謝疾患における役割を検討した。ノックアウトマウスは正常に生まれ、
成長や行動のサーカディアンリズムに異常は認められず、血糖や脂質プロファイルにも異常はなかった。低酸素
による肺高血圧モデルを作製したが、ノックアウトによる影響は認められなかった。現在までのところ
Clif/Bmal2のノックアウトによる影響は認められないが、Bmal1によって代償されている可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）： The identification and characterization of mammalian clock genes revealed 
that the biological clock is composed of feedback loops of transcription factors. Recent studies 
showed that the circadian clock is closely related to the pathogenesis of metabolic, immunological, 
and cardiovascular diseases. 
 We previously identified a clock gene Clif/Bmal2 from vascular endothelial cells. To further 
investigate the function of Clif/Bmal2, we generated the Clif/Bmal2 knockout mice. The Knockout mice
 were born normally, showed no abnormalities in growth or behavioral circadian rhythms, nor abnormal
 blood glucose or lipid profiles. We generated a hypoxic pulmonary hypertension model, but no 
knockout effect was observed. So far, we cannot show the effect of Clif/Bmal2 knockout. It may be 
due to the compensation by Bmal1.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 循環器疾患　時計遺伝子　概日時計　遺伝子改変マウス

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　体内時計の分子機序が明らかになり、その構成因子である時計遺伝子を変異させた動物の解析により、代謝疾
患、免疫疾患、循環器疾患などの発症、進展に体内時計の乱れが重要な働きを担っていることが明らかになって
いる。今回時計遺伝子の１つであるClif/Bmal2のノックアウトマウスを作製しその解析を行った。今までのとこ
ろノックアウトによる影響は明らかでないが、さらに様々な病態モデルで検討し、その機能を明らかにすること
により、体内時計への介入による治療である時間治療を代謝疾患や循環器疾患に応用できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

我々の行動や生理機能には概日リズム（サーカディアンリズム）が存在し、生物に内在する

体内時計により調節されている。1997 年に Takahashi らのグループによって時計遺伝子 Clock

が発見されて以来 10数個の時計遺伝子が同定され、体内時計は時計遺伝子群のフィードバッ

クループにより成り立っていることが明らかにされた。さらに Bmal1 や Clock、Per2 などの時

計遺伝子を変異したマウスの解析により、体内時計の乱れが高血圧、血管機能の異常、糖脂質

代謝異常の発症に関与することが報告され、さまざまな病態を理解し、予防、治療を考える上

で体内時計を考慮に入れる重要性が認識されている。 

我々は時計遺伝子の一つである Clif(Cycle like factor)を血管内皮細胞からクローニングし、

心血管系にも末梢体内時計が存在すること、凝固線溶系因子である Pai-1 やトロンボモデュリ

ン遺伝子発現の日内変動の少なくとも一部は、末梢体内時計にある Clif により調節され、心筋

梗塞発症時間の日内変動に関与している可能性を示して来た。Clif 遺伝子は、コアクロック遺

伝子である Bmal1 と高いホモロジーを有し Bmal2 とも呼ばれている。In vitro の解析では

Clif/Bmal2 は Bmal1 と共通した標的遺伝子を制御する。しかし Bmal1 が ubiquitous に発現する

のに対し、Clif/Bmal2 は血管内皮、脳、心臓、胸腺や胎盤のような特定の細胞・組織に限局した

発現を示す。そのため Clif/Bmal2 は Bmal1 とは異なった、特に循環器系における機能があると

考えられるが、Clif/Bmal2 に関しては未だ遺伝子改変マウスの解析が成されておらず、in vivo

での機能は未だ十分に解明されていない。 

 

２．研究の目的 

体内時計の分子機序が明らかになり、その構成因子である時計遺伝子を変異させた動物の解析

により、代謝疾患、免疫疾患、循環器疾患などの発症、進展に体内時計の乱れが重要な働きを担

っていることが明らかになっている。本研究では、Clif/Bmal2 のノックアウトマウスを作製し、

その循環器疾患における役割を明らかにすることで、循環器疾患の発症、増悪する機序を、サー

カディアンリズムの撹乱、体内時計の変調の観点で解析する。さらにその成果を基にして、「時

間治療学」の循環器疾患への応用をめざす。 

 

３．研究の方法 

（１）Clif/Bmal2 ノックアウトマウスの作製 

 マウス CLIF/Bmal2 遺伝子の DNA 結合ドメインである basic Helix Loop Helix（bHLH）ドメイ

ンをコードする 3 番目の Exon を標的とした 2 種類の guide RNA を設計し（図１）、この guide 

RNA と CAS9 タンパクと会合させた RNA タンパク複合体を作製し、マウス線維芽細胞株 3T3-L1 に

導入することで標的ゲノム領域の切断について検討を行った。設計した 2種類の guide RNA は、

共にミスマッチ検出法により CRISPR/CA9 による切断が確認された。得られたクローンを DNA シ

ーケンスにより切断領域を確認したところ Clif/Bmal2 遺伝子の Exon3 領域内において数塩基の

欠損が確認された。次にこのコンストラクトを受精卵にインジェクションしてファウンダーの

解析を行い、得られたファウンダーを交配し、F1 を作製した。 

 



 
 

（２）輪回し行動測定による行動の概日リズム解析 

Clif/Bmal2 遺伝子のノックアウトが、行動のサーカディアンリズムに及ぼす影響を確認するた

め、Light/Dark10 日間-Dark/Dark16 日間-6 時間の LightPulse-Dark/Dark14 日間の条件下で

輪回し運動による行動測定を行った。また同時に給水瓶の残水量を測定することにより飲水量

を推測した。 

 

（３）代謝への影響 

 体重の経時的変化、糖、脂質プロファイルを検討した。さらに腹腔内にブドウ糖を投与した後

の血糖を経時的に測定した。また高脂肪食を投与して体重の変化、糖、脂質プロファイルをノッ

クアウトマウスと野生型で比較検討した。 

 

（４）低酸素による肺高血圧、右心不全発症モデルの作製 

 低酸素による循環器疾患モデルとして肺高血圧モデルマウスを作製した。マウスを 9 .0%酸素

の hypoxic chamber 内で飼育することにより、肺高血圧、右室肥大を発症するモデルを作製し、

経時的に心エコーによる心機能評価を行った。最後に sacrifice 前にカテーテルを挿入して右

室圧を測定し、その後組織学的に肺動脈の内膜肥厚、右室肥大の解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）Clif/Bmal2 ノックアウトマウスの作製 

CRISPR-Cas9 システムを用いて Clif/Bmal2 遺伝子のノックアウトマウスの作製を行った。その

結果、Exon3 に 1 塩基のインサーション、2 塩基の欠失、及び 44 塩基インサーションされた 3

系統のマウスを得ることができた。これらの中で、1 塩基のインサーション、2 塩基の欠失のあ

るマウスについて以降の解析を行った。1塩基挿入マウスでは N末 92アミノ酸に 21 アミノ酸が

付加した 113 アミノ酸の断片を、2塩基欠失マウスでは同様に N末 92アミノ酸に 20 アミノ酸が

付加された 112 アミノ酸の断片ができ、ともに N 末 92 アミノ酸内に bHLH ドメインがある断片

であるが、Clif/Bmal2 の機能は欠失していると予想される。これらの変異をもつホモ接合体は

正常に生まれて来て、体重の増加や外観に異常は無かった。また組織学的検査でも特に変化は認

められなかった。これは Bmal1 により代償されているためと考えられた。 

 

（２）輪回し行動測定による行動の概日リズム解析 

Clif/Bmal2 遺伝子のノックアウトが、行動のサーカディアンリズムに及ぼす影響を確認するた

め、Light/Dark10 日間-Dark/Dark16 日間-6 時間の Light Pulse-Dark/Dsrk14 日間の条件下で

輪回し運動による行動測定を行った（図２A）。その結果、Light Pulse 前の Dark/Dark 環境下

 
図 1 マウス Clif/Bmal2 に対する guide 

RNA の設計 

マウス CLIF/Bmal2 遺伝子の DNA 結
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での tau（周期）は、KO 23.61±0.06、野生型 23.69±0.03 であり、Light Pulse 後の tau は KO 

23.60±0.06、野生型 23.64±0.04 でありノックアウトマウスと野生型の間で有意差はなかった

（図２B）。Light pulse による phase shift も KO -3.21±1.22、野生型-3.83±0.18 でありノッ

クアウトマウスと野生型の間で有意差はなかった（図２C）。 

さらに飲水量は KO の方が多い傾向にはあったが有意差は無かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）Clif/Bmal2 ノックアウトマウスにおける代謝への影響 

血糖値はノックアウトマウスと野生型で有意差は無かった。ブドウ糖を腹腔内に投与して耐糖

能試験を行ったが両者間に有意差は無かった（図３） 

 

 

次に高脂肪食（High fat diet：HFD）を給餌したが、体重の増加は野生型と変化はなく（図４）、

また血液中の糖、脂質プロファイルにも変化は認められなかった。 

図２ 輪回し行動測定による概日リズム解析 

A:代表的なアクトグラム B: Light pulse 前後の Dark/Dark 環境下での tau（周期）。オ

ス、メス、平均を示す。C: Light pulse 6 時間後の Phase shit。オス、メス、平均を示す。 

A 
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図３ 糖負荷試験 

マウス腹腔内にブドウ糖を投与した後の

血糖の推移 WT:野生型マウス、KO:ノック

アウトマウス 

KO 
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（４）Clif/Bmal2 ノックアウトが低酸素による肺高血圧に及ぼす影響 

低酸素への反応、肺高血圧への影響を検討するために、低酸素負荷によるマウス肺高血圧モデ

ルを作製した。その結果、低酸素環境飼育後 21日で右室収縮期圧はノックアウトマウス 38.3±

6.0mmHg、野生型  40.8±6.7mmHg と同程度上昇し有意差は無かった（図５Ａ）。また右室/左室

重量比はノックアウトマウス 0.33±0.06、野生型  0.32±0.0６と同程度に上昇し有意差は無

かった（図５Ｂ）。さらに肺内の小動脈の壁肥厚にもノックアウトと野生型で差は認められなか

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（５）現在検討中、今後の予定 

 現在、胸部大動脈を縮窄して圧負荷肥大心を作製し、左室肥大への影響を検討中であるが解析

結果は今回の報告までには間に合わなかった。さらに ApoE ノックアウトマウスと交配して動脈

硬化への影響を検討する予定である。 

これまでのところ Clif/Bmal2 ノックアウトマウスでは明らかな phenotype は認められていな

い。これは Bmal1 により機能が代償していることによると考えられる。そのため Bmal1 ノックア

ウトマウスとのダブルノックアウトマウスの作製を検討している。 

 

 

 
 

図４ 高脂肪食投与後の体重の増加 

高脂肪食を投与後の体重の経時的増加 

WT:野生型マウス、KO:ノックアウトマウス 

図５ 低酸素環境での肺高血圧モデル 

9.0%酸素環境下で 21 日間飼育した後の右室圧と右室重量。A:右室収縮期圧 

Ｂ：右室と左室の重量比 WT:野生型マウス、KO:ノックアウトマウス 

右室収縮期圧 
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