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研究成果の概要（和文）：複数の遺伝子の発現を一細胞レベルでモニタリングできるシステムを

構築し、時計遺伝子 Bmal1 と Per2 の発現を同時にモニタリングすることに成功した。そのシス

テムを用いて軟骨分化における ATP と酸素の変化をリアルタイムでモニタリングすることによ

り、ATP と酸素がカップリグしながら振動する代謝リズムが発見された。その代謝リズムの機

能を調べた結果、代謝リズムは軟骨細胞への分化には関係なく、細胞の凝集に重要であること

が分かった。 

 

研究成果の概要（英文）：We have constructed bioluminescence imaging system for monitoring 

dual reporter expression at the single-cell level. Using this system, we succeeded in 

observing that bmal1 gene expression oscillates in anti-phase with per2 gene expression. 

In addition, bioluminescence imaging has showed that metabolic oscillations to exhibit 

coupled oscillations of ATP and oxygen are induced during chondrogenesis. We found that 

the metabolic oscillations are involved in prechondrogenic condensation, not in 

chondrogenic differentiation.   
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１．研究開始当初の背景 

時計遺伝子が骨量の調節に重要な役割を果

たしていること、軟骨マーカーが時計遺伝子

Bmal1 によって誘導されること、生物時計の

コンポーネントである Dec1,2 が軟骨分化を

促進すること等が報告され、軟骨分化に大き

く影響を与えると考えられるが生物時計の

機能が明確に解明されていない。また、軟骨

形成の調節は骨格パターンにおいて重要な

過程であるがまだ軟骨パターン形成を調節

する分子時計は発見されてない。それで、生

物時計が軟骨パターンの形成に重要な役割

をするか或いは別の分子時計が存在するの

かをリアルタイムイメージングを用いて調

べた。 

 

２．研究の目的 

（１）軟骨細胞の遺伝子発現やエネルギー代

謝変化がリアルタイムでモニタリングでき

るように発光イメージングシステムを構築

する。 

（２）軟骨分化における時計遺伝子の発現変

化をモニタリングすることにより生物時計

の特異的機能を解明する。 

（３）軟骨分化における ATP と酸素の変化を

モニタリングすることにより軟骨形成がエ

ネルギー代謝によってどのように調節され

るかを調べる。 

 

３．研究の方法 

（１）時計遺伝子や軟骨マーカー遺伝子、常

時的発現するアクチン遺伝子のプロモータ

ーに多色発光プローブを融合し、リアルタイ

ムで遺伝子発現や代謝変化がモニタリング

できるレポーターを作製する。 

（２）レトロウィルスを用いて発光レポータ

ー遺伝子を軟骨モデル細胞に導入する。 

（３）発光測定装置と発光イメージング装置

を用いて発光レポーターからの発行量をリ

アルタイムで定量的に測定する。 

 

４．研究成果 

（１）時計遺伝子 Bmal1 と Per2 と軟骨分化

のマーカーCol2aとSox9のプロモーター領域

をマウスのゲノム遺伝子からクローニング

し、それぞれのプロモーターの下流に緑色、

赤色のルシフェラーゼの遺伝子を融合させ

ることにより、時計遺伝子と軟骨マーカー遺

伝子の発現がモニタリングできる発光レポ

ーターの構築に成功した。 

（２）発光レポーターをレトロウィルスベク

タに導入することにより効率良く複数の遺

伝子を導入するシステムを構築した。 

（３）赤と緑 2色の発光プローブからの光を

それぞれ別の光路を通過して一つの CCD内の

別の領域で検出するようにして二つの遺伝

子の発現が同時にモニタリングできるシス

テムを構築した。 

（４）構築した発光イメージングを用いて赤

で光る Bmal1 レポーターと赤で光る Per2 レ

ポーターを導入した NIH3T3 細胞をイメージ

ングし、一細胞レベルで Bmal1 と Per2 の遺

伝子発現の同時モニタリングに成功した。 

（５）軟骨分化中における時計遺伝子と軟骨

マーカー遺伝子の複数遺伝子の発現をリア

ルタイムでモニタリングした結果、軟骨分化

開始の２－３日後から検討したすべての遺

伝子で６－８時間周期のウルトラディアン

リズムが観察され、ピック位相まで揃ってい

ることが分かった。この結果からウルトラデ

ィアンリズムは遺伝子発現を反映するので

はなく発光反応の振動を反映している可能
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性が推測され、安定に発現するはずの Actin

プロモーター領域を赤色のルシフェラーゼ

の遺伝子の下流に融合させたレポーター遺

伝子を細胞に導入し、軟骨分化における

Actin レポーター遺伝子の発光をモニタリン

グした結果、他の遺伝子と同じく６－８時間

周期のウルトラディアンリズムが観察され、

ウルトラディアンリズムは発光反応の振動

を反映していることが明らかになった。 

（６）常時発現の Actin プロモーターにそれ

ぞれ ATPと酸素両方に依存して発光する鉄道

虫ルシフェラーゼ遺伝子(PxRe)と酸素のみ

に依存するウミシイタケルシフェラーゼ遺

伝子(ReBl)を融合した二つのレポーターを

軟骨分化モデル細胞に同時に導入し、リアル

タイムで生物発光イメージングを行った結

果、ATP が 6-8 時間周期で、また酸素が 3-4

時間周期で振動することが分かった。 

（７）代謝物質を網羅的に分析した結果、解

糖過程と酸化的リン酸化とに関与している

代謝物質が ATP振動のピックとトローフの間

で有意に差があることが分かった。さらに解

糖過程と酸化的リン酸化をそれぞれ阻害す

ると両方ともウルトラディアンリズムが抑

制されることが分かった。これらの結果から

軟骨分化中に代謝レベルで分子時計が存在

し、それが重要な役割をすることが分かった。 

（８）個々の細胞レベルで Actin-PxRe の発

光強度をリアルタイムで計測した結果、軟骨

分化誘導後にすぐには ATPのウルトラディア

ンリズムが誘導されないが三日後から急に

個々の細胞が同調しながら ATPのウルトラデ

ィアンリズムを誘導することが観察された。

さらに、低倍率でリアルタイムイメージング

した結果、ATP のウルトラディアンリズムが

細胞間のリレーで長距離離れた細胞まで伝

わり、ATP wave が誘導されることが明らかに

なった。この結果から、ATP のウルトラディ

アンリズムの誘導には細胞間のコミュニケ

ーション–が重要な役割をすることが分かっ

た。 
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