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研究成果の概要（和文）：体内時計は複数の遺伝子によって構成される。本研究では、体内時計を構成する時計
遺伝子Cryが変形性関節症の進行に対して抑制的に作用していることを明らかにした。
マウスを用いた研究で、加齢や変形性関節症を発生させるモデルマウスで時計遺伝子Cry2の発現が低下している
ことを明らかにした。また、Cry2の低下は変形性関節症の進行を有意に増悪させることを明らかにした。これら
から、Cry2が変形性関節症に対して抑制的に作用していると結論付けた。

研究成果の概要（英文）：The circadian clock consists of some of clock genes. We identified 
suppression of circadian clock cryptochrome 2 promoted osteoarthritis. 
Cry2 mRNA and protein were suppressed in mice with aging-related OA and with surgical OA models. 
Cry2 knock out (KO) but not Cry1 KO mice with experimental OA showed significantly increased 
severity of histopathological changes in cartilage.

研究分野：変形性関節症の病態解明
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症は、様々な要因が発症や進展に関与する多因子疾患であり、日本における罹病患者数は1000万人を
超えるとされる。これまでに様々な要因が関与していることが明らかにされてきたが、体内時計についての研究
は不十分であった。本研究では、体内時計を構成する時計遺伝子Cryが変形性関節症の抑制に関与していること
を明らかにした。今後、さらなる研究を通して、病態解明や治療法の開発につなげられる可能性がある。

※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 
 「体内時計」は、Per, Cry, Bmal1, Clockなどの「時計遺伝子」と呼ばれる遺伝子群によって
構成される機構のことで、生体内の約 24時間周期のリズム（概日リズム）を制御する。 

1997年、ほ乳類の体内時計の存在が報告されて以降、様々な組織自律的な体内時計の存在が
報告されてきた。2013年、申請者らを含む複数のグループが骨・軟骨における体内時計の存在
を報告した 1。2016 年には、ヒト正常軟骨と OA 軟骨を用いた網羅的遺伝子発現解析の結果か
ら、OA軟骨において時計遺伝子 Cryの発現が有意に低下していることが報告された 2。しかし、
軟骨において時計遺伝子 Cry を中心とした体内時計の存在が、軟骨においてどのような役割を
果たしているのかは明らかではなかった。 

Cryは時計遺伝子の一つで、Cry1と Cry2の遺伝子が存在する。Cry1と Cry2の単独欠損マ
ウスはリズム周期が変化し、Cry1/2 をともに欠損したマウスは概日リズムが消失する。このこ
とから、Cryは概日リズムの制御に重要な役割を果たしていると考えられている。一方で、Cry
は体内時計とは独立した遺伝子を最も多く制御する時計遺伝子であることが明らかにされてい
る 3。さらに、Cryは炎症の抑制や DNA修復に関与し、恒常性を維持する役割があることが報
告されている。以上から、時計遺伝子 Cryに着目して研究を行った。 
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２．研究の目的 
軟骨において時計遺伝子 Cryがどのような役割を果たしているのかを明らかにすること。 

 
 
３．研究の方法 
① 加齢・変形性関節症の進行に伴う CRY1/2 の発現解析 
 加齢は変形性関節症の発症・進展に最も大きく関わる因子である。加齢に伴い時計遺伝子 CRY
の発現がどのように変化するかを解析するために、生後 6か月（健常群）と生後 24 か月（加齢
群）のマウスから膝関節軟骨を採取して、免疫組織化学法により解析した。 
OA モデルマウスは生後 4か月で内側半月板切除術（DMM：destabilizing the medical meniscus）
を施行し、術後 8週時点でマウスの膝関節軟骨を採取した。免疫組織化学法により CRY の発現解
析を行った。 
 
② CRY1/2 欠損マウスにおける変形性関節症の進行 
3 か月齢の CRY1 および CRY2 単独欠損マウスと野生型マウスに対して、内側半月板切除による
変形性関節症モデルを作成した。術後 8週に膝関節を採取して、組織学的に変形性関節症の進行
を評価した。進行の評価は OARSI score を用いた。 
 
⓷ 骨の成長に関する大腿骨発光レポーター評価系の確立 
 0 日齢の発光レポーターマウスを用いた。この発光レポーターマウスは PER2::Luc ノックイン
マウスで、時計遺伝子 PER2 の発現変化を発光量の変化として観察が可能なマウスである。この
マウスから大腿骨を採取して、器官培養を行った。培養 dish を発光イメージングシステムにセ
ットし、継時的発光観察を 3日間行った。 
 
 
４．研究成果 
① 加齢・変形性関節症の進行に伴う CRY1/2 の発現解析 
 加齢および DMM 法により軟骨組織の摩耗を認めた。 
免疫組織化学法による CRY 陽性細胞の割合について、CRY1 陽性細胞の割合は生後 6 か月（健
常群）で 0.53、生後 24 か月（加齢群）で 0.34 であり、有意差を認めなかった（p=0.09）。CRY2
陽性細胞の割合は生後 6 か月（健常群）で 0.61、生後 24 か月（加齢群）で 0.34 であり、有意
差を認めた（p=0.03）。 



 一方、DMM 法では、CRY1、CRY2 ともに陽性細胞割合が生後 6か月（健常群）と比較して有意に
低下していた。 
 これらの結果から、OAにおいて CRY2 発現が減少していることが明らかになった。 

（図）CRY1・CRY2 の免疫組織化学法による膝関節組織切片 

（図）軟骨における CRY1（左）と CRY2（右）の陽性率変化 
 
②CRY1/2 欠損マウスにおける変形性関節症の進行 
 CRY1/CRY2 欠損マウスに対して、OA モデルを作成し、組織学的な検討を行ったところ、OA の
進行評価に用いられる OARSI score が CRY2 欠損マウスで野生型マウスと比較して有意に高値で
あることが明らかになった。 
 さらに CRY2 欠損マウスでは bone score および synovial score が高値となることが分かっ
た。 
 

 
（図）CRY1/2 欠損マウスでの組織学的評価 
 
①、②の結果から、CRY（特に CRY2）は OA 進行に対して抑制的に作用しており、加齢などの要
因により CRY が欠損することで OA進行の一因となっていることを突き止めた。 
 
⓷ 骨の成長に関する大腿骨発光レポーター評価系の確立 
 0 日齢の PER2::Luc ノックインマウスから大腿骨を採取して、経時的発光観察を行った
ところ、大腿骨骨端部では成長軟骨版から長軸方向近位になるにしたがって発光は徐々に
弱くなり、骨幹部では軟骨部と比較し非常に弱かった。経時的変化を解析したところ、発光



に約 24時間の日内変動を認めた。 

 
（図）大腿骨器官培養系を用いた発光観察 
 
この結果は、これまでしられていた若齢・高齢マウスと同様に、出生時にも軟骨に組織自立的な
体内時計が備わっていることが明らかになった。さらに、この評価系を用いることで、体内時計
と骨の成長に関わる検討を行えることがわかった。 
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