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研究成果の概要：循環器疾患の発症には概日リズムが認められる。本研究は循環器疾患発症の

概日リズムを体内時計の観点で明らかにし、時間を考慮した視点からの循環器疾患の予防法、

治療法の開発をめざして遂行した。まず末梢の体内時計によりコントロールされている遺伝子

群の候補として転写因子、分泌タンパク、膜受容体など２８個の遺伝子が同定され、体内時計

がこれらの遺伝子発現を通じて循環器疾患発症に関与していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 血圧や心拍数などの心血管系機能や糖代
謝機能には明らかな日内変動が見られる。ま
た、循環器疾患の発症頻度にも明らかな日内
変動が見られ、例えば心筋梗塞、不安定狭心
症などの急性冠症候群、脳梗塞あるいは冠動
脈スパスムは早朝に多く発症する。従って生
活習慣病の発症と体内時計は密接に関連し
ていると予測される。一方、最近体内時計の
分子メカニズムが急速に明らかにされ、
CLOCK、BMAL、PERIODなどの転写因子
相互の positive及び negative feedbackルー
プから形成されていることが判明し、さらに
心臓や血管などの末梢組織にも体内時計が
存在することが示された。このように体内時

計の分子メカニズムはほぼ解明されたにも
かかわらず、それが疾患とどのように結びつ
いているかはほとんどわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 血圧や心拍数などの心血管系機能や循環
器疾患の発症頻度には明らかな日内変動が
見られ、循環器疾患の発症と体内時計は密
接に関連していると予測される。本研究で
は、臨床的に知られている循環器機能、生
活習慣病のサーカディアンリズムの現象を、
体内時計の分子メカニズムの観点で明らか
にし、時間を考慮した全く新しい視点から
の循環器疾患の予防法、時間治療の開発を
めざした。 
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３．研究の方法 
 まず、末梢体内時計の標的となっている遺
伝子群を同定し、高血圧、心肥大、動脈硬化
などの際に体内時計や、これらの遺伝子群の
発現がどのように変調を来すのかをマウス
で観察する。また逆に、体内時計が変調した
マウスにおいて寿命や高血圧、心肥大、糖尿
病、動脈硬化などの発症が影響を受けるかを
検討する。具体的には以下のような方法で研
究を遂行した。 
 
1）心血管組織の末梢体内時計の下流のアウ
トプット遺伝子の同定と機能解析 
 Clock と Bmal を発現するアデノウイルス
を培養血管内皮細胞に感染させ、発現が上昇
する遺伝子群を cDNA Microarrayにて解析
した。さらにこれらの遺伝子群の中で、その
発現が概日リズムを呈するものを選別した。
この手法により末梢体内時計によってコン
トロールされている遺伝子群を網羅的に同
定し、その生理的意義を循環器疾患との関連
で明らかにする。 
 
２）高血圧、心不全、動脈硬化の病態におけ
る体内時計の変調 
 SHRなどの高血圧モデルラットでは、末梢
体内時計の振幅や位相がずれ、その下流にあ
ると考えられるエネルギー代謝や、細胞増殖
に関連する遺伝子群発現の日内変動が変化
していることが報告されている。本研究では
末梢体内時計が、心肥大、心筋梗塞、高血圧、
動脈硬化などの際にどのように障害される
か検討するために、マウスにアンジオテンシ
ン IIによる心肥大や血管障害を作成し、各組
織で体内時計遺伝子の発現パターンを解析
する。 
 
３）体内時計失調が高血圧、心不全、動脈硬
化形成に及ぼす影響 
 体内時計の変異が高血圧、心不全、動脈硬
化形成に影響を及ぼすかを検討する。今まで
にClock遺伝子変異マウスやCry1/Cry2遺伝
子ダブルノックアウトマウスを暗所で飼育
すると体内時計の周期が延長または完全に
日内変動が失われることが知られている。
我々は、Cry１を過剰発現させることにより
体内時計が変調すると考えた。CAG やα
MHC をプロモーターとして使用して Cry1
を全身または心筋特異的に発現させたトラ
ンスジェニックマウスを作成し、これらのマ
ウスで、心肥大、腎障害、動脈硬化の形成に
どのように関与するのか検討した。 
 
 
４．研究成果 
１） 本研究は、臨床的に知られている循環器機

能、生活習慣病のサーカディアンリズムの現象
を、体内時計の分子メカニズムの観点で明らか
にし、時間を考慮した全く新しい視点からの循
環器疾患の予防法、時間治療の開発をめざす
ことを目的に遂行した。アデノウイルスを用いて、
Clock と Bmal を培養血管内皮細胞で過剰発現
させ、発現が上昇し、なおかつ発現が日内変動
を呈することがわかっている遺伝子を選別すると
転写因子、分泌タンパク、膜受容体など２８個の
遺伝子が体内時計の標的遺伝子の候補として
同定された。まずその中でトロンボモジュリン
（TM）について解析した。TM mRNA の発現は、
マウスの心臓および肺において明確な日内変
動を示していた。TM プロモーターを用いたプロ
モーターアッセイおよびゲルシフトアッセイにより、
CLOCK/BMAL が TM プロモーター内の E-box
配列に直接結合し、プロモーターを活性化する
ことを明らかにした。Clock 変異マウスは体内時
計に異常を来すことが知られているが、この
Clock 変異マウスでは TM mRNA 発現の日内変
動は消失していたことから、TM発現は in vivoに
おいても時計遺伝子により調節されていることが
明らかになった。以上より。本研究において血管
内皮細胞に存在する末梢時計により、TM 発現
が制御されることが確認された。TM 発現の日内
変動は、心筋梗塞発症の日内変動に関わって
いる可能性が高く、より詳細にその発現を検討
することにより、心血管疾患の発症およびその予
防に向けて新しいアプローチができる可能性が
示唆された。 
 
２）まず高血圧、心不全、動脈硬化などの際
に発現が変調する遺伝子 X（未発表のため公
開できず）を同定した。2008 年度はさらに遺
伝子 Xについて体内時計との関連で解析した。
培養細胞に５０％血清負荷を行うと個々の
細胞の時計遺伝子発現の位相が同期するこ
とが知られている。この in vitro の系を用
いて遺伝子 Xを欠損した培養線維芽細胞に５
０％血清負荷を行うと、野生型の細胞に比較
して時計遺伝子発現の日内変動が障害され
ていることが示された。さらに遺伝子 Xのノ
ックアウトマウスでは、光刺激による体内時
計のリセット機能に障害があることも示さ
れた。遺伝子 Xは血管新生や心不全に関与す
ることが知られており、これらの病態での
様々な遺伝子発現や生理機能のサーカディ
アンリズムの障害に遺伝子 Xが関与している
ことを示している。現在この遺伝子 Xの血管
新生や心不全における発現パターン、時計遺
伝子との直接の interaction について解析中
である。今後遺伝子 Xの発現動態を指標とし
た、循環器疾患の予防法、時間治療の開発に
結びつけられると考えられる。 
 
３）全身に Cry を過剰発現する CAG-Cry1 マ
ウスと心筋特異的に発現するαMHC̶Cry1 マ



 

 

ウスを樹立できたが、予想に反して時計遺伝
子群の発現や、行動の概日リズムには変調は
認められなかった。Cry1 の過剰発現では何ら
かの代償機構が働いて体内時計の変調が抑
制されているものと考えられる。現在 Clock
変異マウスを入手して様々な負荷を加えた
際の心血管系の臓器障害を解析する準備中
である。 
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