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研究成果の概要（和文）：本研究課題において、主にラットの軟骨の体内時計に関する検討を進めた。ともに体
内時計の発光レポーター遺伝子をもつ遺伝子改変マウスとラットを用い、いずれの動物の軟骨を器官培養して
も、明瞭な概日リズムが観察できることを確認した。また時計の分子機構の出力を低減するような遺伝子改変ラ
ットを開発し、軟骨の時計について評価した。さらに遺伝子改変ラットの椎間板を器官培養したところ、軟骨の
発光リズムのピーク時刻が、ラットの成長に伴って遅れていった。

研究成果の概要（英文）：In this research project, the cartilaginous circadian clocks were studied. 
The obvious circadian rhythms of reporter gene activity were confirmed in both PERIOD2::Luciferase 
knock-in mouse and Per2-dLuc transgenic (TG) rats. When vertebral cartilage was collected and 
cultured from neonates and juvenile Per2-dLuc TG rats, peak phases of the bioluminescence rhythm 
were delayed according to age. These results suggest that not only mice but also rats are a good 
model for studying the cartilaginous circadian clock and the circadian clock phases are changes 
according to the cartilage development.

研究分野：時間生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
成長に伴う概日リズムのピーク時刻の変化は、他の臓器でも同様の知見が報告されているが、軟骨では初の知見
である。今回、時計の分子機能を障害したラットでも同様の現象がみられたことは、この現象が軟骨の分化を反
映する可能性を示唆している。軟骨の時計の研究には、マウスを実験モデルとして用いることが主流であった
が、ラットは体長も大きく、外科的操作にも適した実験動物である。本研究から、軟骨の時計研究においても、
ラットが有用なモデルであることが示された。

※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 
体内時計は体の中に「１日」を作り出すメカニズムであり、視床下部視交叉上核にその中枢があ
る。視交叉上核からは液性・神経性に体内に情報が伝えられ、様々な生理機能に約１日周期のリ
ズム（概日リズム）を作り出す。体内時計が Per2 や Bmal1 といった一連の時計遺伝子から構成
されていることがわかって以降、末梢臓器にも時計機構が備わっていることが明らかになった。
末梢臓器の時計は、視交叉上核の影響下に自律振動能を発揮し、各臓器において適切なタイミン
グで生理機能が発揮できるよう機能すると考えられている。末梢時計の研究を進める上で、時計
遺伝子を利用した発光レポーター遺伝子をもつ遺伝子改変動物が果たした役割は大きく、これ
まで PER2 タンパク質にホタルルシフェラーゼを融合する PER2::Luc ノックインマウスや、Per2
プロモーターによって誘導される易分解型ルシフェラーゼ遺伝子をもつ Per2-dLuc トランスジ
ェニック（TG）ラットなどが研究に用いられてきた。 
これまでの研究から、軟骨にも体内時計は内在し自律振動を刻んでいることが示されている
（Yang and Meng, J Biol Rhythms, 2016）。PER2::Luc ノックインマウスを用いた研究から
は、大腿骨頭や成長軟骨板、関節軟骨に体内時計が存在していることが明らかになった
（Okubo et al., PLoS One, 2013）。しかしながら、これまで軟骨の時計の普遍性や成長過
程による変化について言及はなされて来なかった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、軟骨の体内時計の普遍性と成長に伴う変化について検討した。このために、ラ
ットの軟骨を器官培養し、表現型を解析した。また、ラットの体内時計機構の発振を減弱させる
ことを目的とし、時計遺伝子 BMAL1 のドミナントネガティブ体を強制発現する遺伝子改変ラッ
ト［BMAL1 DN (+) TG ラット］を開発し、軟骨の時計に関する検討を加えた。さらに、このラッ
トを用い、日齢を追ったサンプルを観察して、軟骨の発達と体内時計との関係を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）胎仔由来線維芽細胞 
PER2::Luc ノックインマウスおよび Per2-dLuc TG ラットから、常法に従い、胎仔由来線維芽細
胞を作成した。動物を交配してプラグを確認し、母体から胎生 13.5 日（マウス）もしくは 14.5
日（ラット）の胎仔を回収、頭部・尾部・内蔵・肢芽を除去して細切し、トリプシン処理の後増
殖培地（DMEM/10％FBS）中に懸濁し、培養皿に播種した。継代の後、デキサメタゾン刺激により
概日リズムを誘発した上で発光測定装置にセットし、リズム観察を行った。 
（２）器官培養と発光リズム測定 
Per2-dLuc TG ラットから、種々の組織を採取し、HEPES 含有 DMEM 培地に B-27 サプリメント、抗
生剤と発光基質（ルシフェリン）を添加した培地中で器官培養しながら、発光リズムを観察した。
椎間板の観察に際しては、椎骨とともに軟骨を摘出し、そのまま培地中で培養した。マクロイメ
ージングは MultiVersa（ATTO 社）を用い、各組織における発光リズムの経時観察は LM300122（浜
松ホトニクス社）および Kronos（ATTO 社）を用いた。 
（３）動物 
実験には、PER2::Luc ノックインマウス、Per2-dLuc TG ラット、および新たに開発した BMAL1 DN 
(+) TG ラットを用いた。BMAL1 DN (+) TG ラットは、Per2-dLuc TG ラットにマウスプリオン遺
伝子骨格を利用した転写調節カセットに組み込んだ Bmal1 変異体遺伝子を導入したトランスジ
ェニックラットである。BMAL1 変異体はカルボキシル末端の一部を欠くことで転写活性能を失い、
正常な BMAL1 の機能を競合的に阻害するため、体内時計の出力が低減することが期待される。ま
た、プリオン遺伝子骨格を利用した転写調節カセット（MoPrP.XhoI）はマウスで神経特異的な導
入遺伝子の発現を達成するために用いられている。実験は、近畿大学実験動物委員会の承諾を得
て遂行し、実施に際しては施設の定める指針に従った。 
 
４．研究成果 
（１）PER2::Luc ノックインマウスと Per2-dLuc TG ラットの比較 
これまでヒト組織やラット組織において、軟骨の体内時計の存在は知られてきた(Honda et al. 
J Biochem, 2013; Dudek et al., J Clin Invest, 2016)。しかしながら、研究手法の制限があ
り、ラットでは同一組織で経時的な変化を捉えることは達成されていなかった。ここで、Per2-
dLuc TG ラットを用いれば、器官培養下の発光リズムを追跡することが可能であり、軟骨の体内
時計の自律振動能を示すことができるため、これに取り組んだ。 
 Per2-dLuc レポーター遺伝子を用いた系では Per2 mRNA の挙動を、PER2::Luc 融合タンパク質
を用いた系では PER2 タンパク質の挙動をモニターする。このため PER2::Luc ノックインマウス
由来の組織と Per2-dLuc TG ラット由来の組織の観察では、観察対象のレベルが異なることにな
る。両者の違いについて把握するために、胎児由来線維芽細胞を作成して、比較した（図１）。
その結果、いずれの場合でも明瞭な概日振動を観察したが、ラット胎児由来線維芽細胞では、マ
ウス胎児由来線維芽細胞と比べ、数時間早く発光リズムのピークが観察された。これは、PER2 タ
ンパク質の発現ピークが Per2 mRNA よりも 4時間程度遅いためであると考えられた。 
レポーター遺伝子の違いのため、組織における概日振動子（体内時計）の有無についての検討
は可能であるが位相の種差や振幅の比較などは検討困難であると考え、以降の実験はラットの



みに注目した。 

 
（２）Per2-dLuc TG ラット由来軟骨組織の器官培養 
Per2-dLuc TG ラットの大腿骨の器官培養を行ったところ、培養下で明瞭な概日リズムを観察し
た（図２）。また、発光イメージングを行った結果、PER2::Luc ノックインマウスで観察したと
同様に、骨端軟骨、大腿骨頭部、関節部に強いシグナルを観察した。これらの結果は、ラットで
も軟骨に体内時計が存在することを支持していた。Per2-dLuc ラットの剣状突起、耳介軟骨、椎
間板の器官培養を行ったところ、いずれのサンプルでも発光の概日リズムを認めた。これらの結
果は、硝子軟骨、弾性軟骨、線維軟骨のいずれにも概日時計が自律振動して存在することを支持
した（図２）。 

 
（３）BMAL1 DN(+) TG ラット 
これまでラットでは、時計遺伝子を機能障害する遺伝子改変モデル動物の開発はなされていな
かった。そこで、Bmal1 変異遺伝子をマウスプリオン遺伝子に由来する転写調節領域によって発
現制御させた導入遺伝子を構築し、Per2-dLuc TG ラットに導入して表現型を観察した。この結
果、作出した BMAL1 DN (+) TG ラットは行動リズムの振幅が低下しており、また視交叉上核の発
振も減弱していた。しかし、行動レベルでも遺伝子レベルでも、周期長（1日の長さ）や位相に
有意な変化は観察されなかった。 
 導入遺伝子は神経特異的に発現することが期待されたが、逆転写 PCR 法によって、少なくとも
RNA レベルでは軟骨にも発現することが確認された。そこで、椎間板・椎間軟骨を採取し、発光
リズムを検討した。事前検討から、PER2::Luc ノックインマウスでは、椎骨を椎間板・椎間軟骨
が付着したまま採取して器官培養すると、軟骨部にのみ明瞭な概日振動が持続的に観察できる
ことが確認されていた。導入遺伝子を持たないコントロールラットで、椎間板の培養を行った場
合、振動の減弱が激しいものの明瞭な概日リズムを観察することができた。BMAL1 DN (+) TG ラ
ットでも同様の発光概日リズムを検出した。振幅はやや減弱したものの、有意差は見られなかっ
た。周期、位相にも統計的有意差は見られなかった。 
 
（４）発達過程を追った検討 
より詳細な検討を加えるため、生後 0日目、7日目、および若齢のコントロール［BMAL1 DN（-）］
ラットおよび BMAL1 DN (+) TG ラットから組織を採取して器官培養し、椎間板の発達過程によ
る体内時計の変化を検討した（図 3,4）。 

図１．マウス（MEF，左）、
およびラット胎児由来線
維芽細胞（REF，中）の発
光リズム。重ね合わせる
ことで、位相にずれがあ
ることを示した（右）。 

図２．器官培養下の、剣状
突起（左）、耳介軟骨（中
左）、椎間板（中右）、大腿
骨（右）の発光リズム。い
ずれの組織でも発光に概
日リズムが認められた。 

図３．Per2-dLuc TG ラットから採取し
た組織の顕微鏡像。生後 0 日目（P0, 
上）、生後７日目（P7, 中）、若齢
（juvenile, 下）の Per2-dLuc TG ラッ
トから、椎骨が連なった状態でサンプ
ルを採取し、明視野像（左）および発光
象（右）を観察した。時計遺伝子の発現
を示す発光は、どの発達段階において
も椎間板に明瞭に観察された（右）。 



  
コントロールラットにおいて、生後 0日目、7日目のラットから採取した椎間板は明瞭な概日
リズムを示したが、若齢では振動の減衰が大きかった。BMAL1 DN (+) TG ラットでも同様の傾向
が観察されたが、生後 0日目、7日目では野生型より振幅が下がっていた（図 4）。興味深いこと
に、発達に伴い概日リズムの位相が遅くなった（図 4）。すでに、Per2-dLuc TG ラットの様々な
組織を器官培養し、発達過程を追って求めた論文が報告されており（Nishide et al.,Am J 
Physiol. 2014）、今回の結果はそこでみられた末梢時計の位相変化と類似していた。この傾向
は、コントロールでも BMAL1 DN (+) TG ラットでも同様に見られた。このことは、時計機構その
ものの発達により位相が変位するというよりは、軟骨分化に伴った変化であることを示唆して
いる。あるいは、位相遅れを導く原因は、内分泌器官の発達であるかもしれない。すでに副甲状
腺ホルモンにより軟骨の時計が位相変位すること、グルココルチコイドによって位相変位する
ことが知られている。発達に伴う概日時計の位相遅れについて、さらに検討を進めたい。 
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図４.発達に伴う発光リズムの変化。器官培養
下で変異型 BMAL1 を持たないラット［BMAL1 
DN(-)］では、生後０日目(P0)、７日目(P7)、
若齢(juvenile)のいずれから採取したサンプ
ルでも、椎間板由来の発光リズムが観察され
た（左）。変異型 BMAL1 をもつラット［BMAL1 
DN(+)］でも同様であったが、振幅が低下して
いた（右）。いずれの遺伝子型においても、発
達に伴い概日リズムの位相が後ろにずれてい
た（破線：P0のピーク位相）。 
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