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研究成果の概要（和文）：体内時計のレポーターマウスを用いて、軟骨部の概日リズムを観察し、薬剤投与や物理刺激
に対する概日リズムの変化を観察した。その結果、体内時計は器官培養下においても長期間にわたって維持されること
を明らかにした。さらに、発光イメージング装置による観察から、成長軟骨板や関節軟骨で強い発光が観察された。こ
のことから、軟骨部に体内時計が存在することが明らかになった。さらに、この軟骨部の体内時計は、デキサメタゾン
やフォルスコリンに対して投与時刻依存的に位相変位を示すことが明らかになった。また、副甲状腺ホルモンの投与で
は、PTH受容体を介して投与時刻依存的および投与量依存的に体内時計の時刻を変化させた。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that ‘‘tissue-autonomous’’ circadian rhythm in the articular 
cartilage and the growth plate. We revealed a robust and extremely long-lasting circadian rhythm in ex 
vivo culture maintained for over six months from the femoral bone of a Period2::Luciferase mouse. 
Furthermore, real-time bioluminescence microscopic imaging revealed that the robust circadian rhythms 
emanated from the articular cartilage and the epiphyseal cartilage within the growth plate of juvenile 
animals. Stimulation by forskolin or dexamethasone treatment caused type 0 phase resetting, indicating 
canonical entraining properties of the cartilage circadian clock. We also showed that Per2::Luc activity 
in the growth plate and the articular cartilage were phase-shifted by Parathyroid hormone via PTH type1 
receptor.

研究分野： 軟骨
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１．研究開始当初の背景 
近年、さまざまな疾患において病態と時計遺
伝子の関連が注目されている。軟骨において
は、hypoxia inducible factor-1α（HIF-1α）
が 時 計 遺 伝 子 differentiated embryo 
chondrocyte (DEC)を誘導することからスト
レス刺激などが概日リズムの異常を引き起
こす可能性がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 軟骨疾患と概日リズムの異常との関連

を明らかにするため、まず初めの目的と
して、概日リズムをもたらす機構である
体内時計の存在を明らかにすることと
した。 

(2) 軟骨部に存在する体内時計が、ストレス
刺激やホルモンの投与でどのように変
化するのかを調べることで、軟骨部体内
時計がどのような性質をもつのかを明
らかにすることとした。 
 

３．研究の方法 
(1) 軟骨組織に体内時計が存在することを

明らかにするため、体内時計レポーター
マウスを用いて、大腿骨を器官培養下に
観察した。観察には、光電子増倍管を用
いて発光量を継時的に計測するととも
に、発光イメージング装置を用いて、大
腿骨の発光局在を詳細に検討した。 

(2) 大腿骨に薬剤を投与した。用いた薬剤は、
合成糖質コルチコイドであるデキサメ
タゾンと細胞内 cAMP 濃度を上昇させる
化合物であるフォルスコリンと投与し
た。 

(3) 骨粗鬆症治療や骨折修復促進薬として
効果が示されている副甲状腺ホルモン
(PTH)を投与して、軟骨部の体内時計が
どのように変化するのかを観察した。観
察には光電子増倍管と発光イメージン
グ装置ともに用いて詳細に観察した。さ
らにそのシグナルを検討するために、
PTH 受容体（PTH1R）に対して免疫組織化
学法による検討を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 軟骨部に体内時計が存在することを明

らかにした。 
光電子増倍管による観察から、大腿骨器
官培養系で、極めて長期間にわたって、
生物発光の 24 時間周期のリズムが維持
されることが明らかになった。さらに、
発光イメージング装置を用いた観察か
ら、成長軟骨板および関節軟骨で強い発
光が観察されることが明らかになった。
これらから、軟骨部に体内時計が存在す
ることが分かった。 

 
 
 

 

（図）長期間にわたり観察された大腿骨器官
培養での発光リズム 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図）発光イメージング装置を用いた大腿骨
の発光像。強い発光を関節軟骨および成長軟
骨板に認める。 

 
 

(2) デキサメタゾンやフォルスコリンの投
与では、発光のピーク後に投与すると位
相が前進し、発光のピーク前に投与する
と位相が後退した。 
一方、溶媒であるエタノールの投与では
体内時計の時刻変化はほとんど見られ
なかった。 
これらのことから、軟骨部の体内時計は
デキサメタゾンやフォルスコリンに対
して投与時刻依存的な変化を示すこと
が明らかになった。 

 
(図)デキサメタゾンおよびフォルスコリン
の投与における位相変位。 
 



(3) 大腿骨器官培養系は、PTH の投与に対し
て、時刻依存的および濃度依存的に位相
変位を示した。発光イメージング装置で
の位相変位を確認したところ、成長軟骨
板や関節軟骨などの軟骨組織で位相変
位を示した。 
さらに、PTH1R の発現を免疫組織化学法
で検討したところ、成長軟骨板の軟骨細
胞で PTH1R の発現を認めた。 
これらのことから、PTH の投与は PTH1R
を介して軟骨部体内時計の時刻を変化
させることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図）PTH 投与による位相変位。発光観察か
ら 41 時間後（A）および 53 時間後（B）にお
けるPTHの投与で投与時刻依存的な位相を示
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図）発光観察から 41 時間後に PTH を投与
した際に観察された位相変位。濃度依存性の
位相前進を示した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（図）発光観察から 53 時間後に PTH を投与
した際に観察された位相変位。濃度依存性の
位相後退を示した。 
 

 
（図）発光イメージング装置で観察した大腿
骨遠位部でのPTHおよび溶媒投与後の位相変
位。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図）上図での定量的データ。PTH 投与によ
る位相変位が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（図）免疫組織化学法。成長軟骨板における
PTH1R の発現。 
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