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研究成果の概要（和文）：骨の代謝リズムが概日リズムによって調節されている。いっぽう、末
梢組織の概日リズムは、交感神経系や内分泌系を介して中枢からの制御を受けていると考えら
れている。本研究では、発光と蛍光イメージングの利点を生かしたイメージング法により、外
実リズム形成を個体レベルから細胞レベルまで観察できるシステムを構築した。このシステム
は、中枢と骨を含む末梢組織の概日リズムによる相互調節機構の解明に有用であると考えられ
た。 
 
研究成果の概要（英文）：Bone metabolism is regulated by circadian clock. On the other hand, 
the central clock system in brain is thought to regulate peripheral clocks including bone. 
We established a dual imaging system of bioluminescence and fluorescence, which enables 
us to monitor circadian oscillation from body to cell levels. By exploiting this system, 
inter-regulation between brain and bone well be further investigated. 
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１．研究開始当初の背景 
骨の代謝リズムが概日リズムによって調節
されていることは、血中骨マーカーの日内変
動や、PCR による分化マーカーmRNA の発
現変動によって報告されている。すなわち骨
組織には、末梢時計としての分子時計メカニ
ズム：骨時計が存在することが示唆される。 
いっぽう、末梢組織の概日リズムは、交感神
経系や内分泌系を介して中枢からの制御を
受けている。したがって、骨組織の概日リズ
ムも中枢のインプットによる調節を受けて
いると考えられる。しかしながら、骨組織の
概日リズムが、いつ、どのように、どの細胞
で概日リズムを刻むのか？またその分子時
計によって調節される機能発現すなわちア
ウトプットは何か？中枢時計からのインプ

ットによる制御機構は何か？その統合的な
解析はまだされていない。そこで、組織・器
官レベルで概日リズムを経時間的に可視化
し、骨時計のインプットからアウトプットま
での機能相関を把握することは有効なアプ
ローチである。 
 
 
２．研究の目的 
骨の代謝が概日リズムによって調節されて
いることは、血中骨マーカーの日内変動や、
PCR による分化マーカーmRNA の発現変動
によって報告されている。また、骨を含む末
梢組織は視交叉上核にある中枢時計からの
制御を受けている。しかしながら、成長発達
中の骨組織において、どの細胞が概日リズム
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を発現し、どのようなリズムで骨の成長発達
や機能発達を調節しているのか、また中枢時
計からの制御メカニズムについては明らか
にされていない。本研究では、機能的イメー
ジングを駆使して骨組織でリアルタイムに
概日リズムを可視化する技術を確立し、概日
リズムを刻む分子時計による骨の成長発達
過程の制御機構を解析する。 
 
骨を含む各種臓器の恒常性維持機能は概日
リズムによって調節されており、脳の視交叉
上核にある中枢時計からの制御を受けてい
る。しかしながら、生後から成長発達過程に
おいて、個体や臓器の成長に概日時計がどの
ように関与するかについては、関連遺伝子の
発現振動が小さいため解析が進んでいない。
この問題を解決するため、本研究代表者らは、
蛍光・発光シグナルによって、時計遺伝子の
発現振動をより高感度で観察する方法を確
立してきた。その結果、新生児マウスでは、
脳と骨とでは独立して時計遺伝子の発現振
動を示すこと、さらに骨細胞の周期振動が顕
著であることを観察している。本研究では、
脳と骨の蛍光・発光ライブイメージングによ
り、脳時計と骨時計の発達過程を比較しなが
ら、両時計の独立性と統合性のメカニズムに
ついて探索する。 
 
 
３．研究の方法 
組織切片での経時間的なイメージングと、顕
微鏡下でのライブイメージングを相補的に
活用した機能的イメージングにより、概日リ
ズムによる骨組織の機能制御機構を時空間
的に解析するシステムを体系化する。まず、
①骨における分子時計（骨時計）の時空間的
な機能発現を把握し、②中枢時計からのイン
プットとの相関を見いだす。さらに、③骨時
計のアウトプットとしての骨機能相関を見
出す。 
①骨組織の発生・成長発達過程での概日リズ
ムの遷移の観察（骨時計機能の時空間的把
握） 
②中枢時計と骨時計との位相差の比較によ
る、中枢制御機構の遷移の把握（骨時計への
インプットの把握） 
③骨時計と、骨系細胞機能の相関関係の把握
（骨時計からのアウトプットの把握） 
 
 
４．研究成果 
本研究の主なる成果は、連携研究者である沼
野利佳准教授（豊橋技術大学）らとともに、
発光および蛍光イメージングの両方を駆使
した、いわば Dual Imaging 技術によって、
生後マウスにおいても各臓器において概日
リズムが確立する過程を可視化し、計測する

ことに成功したことである。発光イメージン
グによって生きたマウスでの臓器レベルで
の微弱な発光リズムを検出し、蛍光イメージ
ングによって細胞組織レベルでのリズム形
成が確認可能となった。これによって、生後
の初期段階で、脳と骨には独立したリズム形
成が観察された。また、骨組織において、細
胞間での振動強度が違うことも観察された
(論文発表 準備中、図１）。 

 
（図１）Per1:GFP マウスの生後 3 日の骨
芽細胞および骨細胞における、3 次元 in 
situ 蛍光イメージングによる Per1 発現の
経時間的な変化の比較。夜（午後 10 時）
の発現レベルは昼（午前 10 時）と比較し
た場合、骨芽細胞で約 2 倍、骨細胞で約 5
倍に上昇した。 
 
 
今後は、このシステムをさらに応用して、臓
器間の連携メカニズムおよび、骨の各種細胞
における概日リズム形成の機能的意義につ
いて調べることが重要と思われた。 
本研究で展開された、骨組織を対象とした

蛍光・発光イメージングを用いて、脳をはじ
めとした他の骨代謝調節に関わる臓器であ
る甲状腺や腎臓との比較観察を進めること
で、臓器間ネットワークの解析が進むことも
予想される。したがって骨の医学生物学の新
たな解析法を提示し、新たな知見をもたらす
可能性が高いとおもわれる。 
また、骨時計と脳時計の独立性と統合性とい
った新たな視点で、概日リズムが攪乱された
場合の骨の成長異常や代謝疾患における機
能破綻を、細胞・分子レベルで、より視覚的
に統合的に把握することが重要になると思
われる。さらに、病態の診断や薬物治療のタ
イミングや標的部位の特定など、臨床医学へ
の新たな指標を提示することが期待される。 
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