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研究成果の概要（和文）：これまでわれわれは、骨・軟骨において体内時計が存在することを明らかにしてき
た。
本研究では、関節における体内時計の包括的な研究を行い、体内時計の役割と関節を構成する半月板における体
内時計の存在について明らかにした。
体内時計は関節炎や変形性関節症との関わりがすでに報告されており、本研究の結果と合わせて、さらなる病態
解明や治療法の開発にむけた応用が期待できると考える。

研究成果の概要（英文）：We have identified that the circadian clock exists in bone and cartilage.
In this study, we conducted a comprehensive study of the circadian clock in joints. We clarified the
 role of the circadian clock and the existence of the circadian clock in the meniscus.
The relationships between the circadian clock and arthritis have already been reported, and together
 with the results of this study, it is expected that it will be applied to further elucidation of 
pathological conditions and development of therapy.

研究分野：関節外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体内の様々な生理現象は日内変動を示し、これは体内時計によってもたらされる。体内時計は、時計遺伝子と呼
ばれる複数の遺伝子によって構成される。
これまで軟骨に体内時計が存在することを明らかにしてきたが、半月板にも組織自律的な体内時計が存在するこ
とを明らかにした。さらに、時計遺伝子の一つであるREV-ERBが体内時計の出力因子として、生理現象の日内変
動に関与していることを示した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 体内では様々な生理現象が約 24時間の周期（概日リズム）をもっており、これらを作り出し
ているメカニズムを「体内時計」という。体内時計は、Per2や Cry1、Bmal1、Clockなどの「時
計遺伝子」と呼ばれる一群の遺伝子で構成されている。体内時計の中枢は視床下部の視交叉上核
に存在し、末梢組織でも体内時計が存在することが知られている。 

2013年、われわれは、ホタルルシフェラーゼを融合した PER2タンパク質を発現するマウス
（PER2::Luc マウス）の大腿骨器官培養系を用いて他の末梢器官と同様に軟骨にも体内時計が
存在することを明らかにした 1。 
 代表的な関節炎である関節リウマチ（RA: rheumatoid arthritis）の症状（こわばりや関節痛）
には日内変動がみられることが広く知られている。長期間にわたって昼夜のリズムを変化させ
た慢性時差ぼけモデルマウスにおいて、血中の白血球が増加するなど、炎症反応が上昇すること
を報告された 2。 
 これらから関節炎と体内時計の密接な関わりが推測されるが、どのように体内時計が炎症を
引き起こすのか、そのメカニズムについては不明であった。 
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２．研究の目的 
以上の背景を踏まえて、関節における体内時計が炎症にどのように関与するのかを明らかに
することを本研究の最終的なゴールとして設定した。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的を達成するために、①vivo からのアプローチ、②vitro からのアプローチにより
総合的に研究を行った。 
 
① 関節内における体内時計の存在 
 これまで軟骨における体内時計の存在が明らかされており、その役割に関する研究は広く行
われてきた。一方で、RA における主病変は軟骨ではなく滑膜と考えられており、軟骨以外に関
する研究も重要であることが推測された。 
 そこで、PER2::Luc ノックインマウスから半月板組織を取りだし、35mm dish 内で器官培養を
行った。発光顕微鏡による経時的発光観察を行った。 
 
② 時計遺伝子ノックアウトによる下流遺伝子の発現解析 
 時計遺伝子 REV-ERB ノックアウト細胞を用いることとした。この遺伝子に着目した理由とし
ては、REV-ERB が炎症応答に関与する遺伝子であることと、軟骨代謝において最も研究が進んで
いる時計遺伝子 BMAL1 の発現調節に関与していることや REV-ERB が炎症応答に関与していると
の報告があったことが挙げられる。 
 REV-ERBα/βの二重欠損マウスは致死であり、REV-ERBα/βの完全欠損が概日時計機能に与
える影響は明らかになっていない。関節内には軟骨細胞だけでなく、滑膜細胞や線維芽細胞など
多岐にわたる細胞が存在することから、普遍的な発現解析を行うためにマウス胚性幹細胞（ES 細
胞）を用いて検討した。 
 Per2::Luc ノックインマウス由来 ES細胞株から CRISPR-Cas9 システムを用いて Rev-erbα/β
をダブルノックアウト（DKO と略）した細胞株を作製した。DKO 株からゲノム DNA を抽出し、
CRISPR-Cas9 システムの標的とした Rev-erbαの第 3エクソンおよび Rev-erbβの第 4エクソン
が欠失されていることを PCR 産物のダイレクトシーケンス法で確認した。また、欠失エクソンの
領域にプライマーを設計してリアルタイム定量 PCR 法で mRNA の発現量を測定した。 
 野生型株と DKO 株をそれぞれ浮遊培養し、胚葉体形成法による分化誘導を行った。播種 2日後
に接着培養し、播種 28日後にデキサメタゾンを用いて概日時計を同調させた。同調 12 時間後か
ら 60 時間後まで 4 時間ごとに WT および DKO それぞれの細胞を経時的に回収した。経時的に回
収した検体から RNA を抽出しそれぞれを WT群、DKO 群とした。経時的遺伝子発現解析を行った。 
 
 
４．研究成果 



① 関節内における体内時計の存在 
 PER2::Luc ノックインマウスから採取した半月板組織（内側半月板、外側半月板）を器官培養
し経時的発光観察を行ったところ、発光は約 24 時間周期のリズムで増減を繰り返すことが明ら
かとなった。さらに採取後 7日で体内時計を同調させたところ、発光が再び増加し、約 24時間
周期のリズムを取り戻した。軟骨組織と比較して発光量は少ない傾向にあるが、同調能、自立能
を持つ発光リズムを認めたことから、半月板組織に体内時計が存在することが明らかになった。 
 

（図）PER2::Luc マウスから採取した半月板
の経時的発光解析 
培養開始後 7日目に、デキサメタゾンによる
体内時計の同調を行った。 
 
以上の結果から、関節内において軟骨のみな
らず、半月板にも組織自立的な体内時計が存
在していることを示し、軟骨のみならず普遍
的な研究の重要性が示唆された。 
 
 
 
 
 

 
② 時計遺伝子ノックアウトによる下流遺伝子の発現解析 
 欠失エクソンの領域にプライマーを設計してリ
アルタイム定量PCR法でmRNAの発現量を測定した
ところ、欠失したエクソンを含む Rev-erbαおよび
Rev-Erbβの mRNA が検出されないことを確認した
（右図）。 
 さらに、経時的に回収した検体から遺伝子発現
解析を行い、発現している遺伝子を比較した。WT
群と DKO 群では各胚葉のマーカー遺伝子の発現量
を比較したところ有意な差はなく、分化の方向性
に大きな差はないと考えた。 
 分化誘導後のWTおよびDKO細胞のPER2::LUC発
光リズムを測定したところいずれも概日リズムを示し、
その周期，振幅には有意差がなかった。このことは、REV-
ERBαおよびREV-ERBβがES細胞分化系におけるPER2発
現リズムの形成に必須ではないことを示していた。 
 
 
 
 
 
 

（図）経時的発光量測定 



WT 群、DKO 群それぞれの時計遺伝子の発現量は Per1、Per2、Per3、
Cry1、Cry2、および Clock では有意な差はなかったが、REV-ERBα
/βが直接転写制御することが知られている Bmal1、Npas2 は DKO
群で上昇していた。発現振動解析の結果、WT 群で 173 遺伝子、DKO
群で 235 遺伝子が概日発現振動していた。このうち WT 群、DKO 群
で共通して振動していたのは主要な時計遺伝子及び時計関連遺伝
子である Per2、Per3、Cry1、Rev-erbα/β、Rorc、Dbp、Tef、Hlf
を含む 15 遺伝子のみであり、REV-ERBα/βの欠損により概日振
動する遺伝子が大きく変化することが明らかになった。また、REV-
ERBα/βが直接転写制御する Bmal1、Npas2 については WT 群では
発現振動が見られたが DKO 群では振動せず恒常的に高発現してい
た。 
 以上の結果から、REV-ERBα/βが概日時計の発振系そのものよ
りもむしろ概日時計の出力系として多くの遺伝子の発現リズムを
制御することによって様々な生理機能を調節していることが示唆された。本実験系は REV-ERBα
/βが関与する多様な細胞生理機能の解析系として有用であると考えた。 
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