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研究成果の概要（和文）：概日リズムの中枢である視床下部の視交叉上核から、末梢臓器の末梢

時計に中枢情報を伝達する交感神経および副腎系の役割を検討するため、交感神経の活動亢進

が骨芽細胞における時計遺伝子の発振や骨芽細胞の活動に与える影響を調査した。その結果、

培養ヒト骨芽細胞 SaM-1 において、イソプレナリン、デキサメタゾンが時計遺伝子の発振を誘

導すると共に、I型コラーゲンやアルカリホスファターゼの発振をも誘導する事を見いだした。

さらに、12 時間の明暗サイクル維持したマウスにおける骨の時計遺伝子、骨代謝関連遺伝子の

解析において、骨代謝の概日リズムを示唆した。本研究結果より、骨代謝における概日リズム

の時計情報伝達における交感神経活動の意義を分子レベルで明らとした。 
 
研究成果の概要（英文）： Most living organisms exhibit circadian rhythms and these 
oscillations are generated by endogenous circadian clocks, present in the suprachiasmatic 
nuclei (SCN). Output signals from SCN are believed to transmit standard circadian time to 
peripheral tissue through symapathetic nervous system and humoral routes. So, we 
examined whether symapathetic nervous system and glucocorticoid affect peripheral clock 
in cultured osteoblast. In the present study, we demonstrated that both symapathetic 
signal and glucocorticoids are mediators of circadian rhythm from SCN to peripheral 
tissues. In addition, these sympathetic and glucocorticoids affect expressions of some 
osteoblast-related genes, which may contribute to circadian rhythms of bone metabolism 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、骨代謝の制御に交感神経系の関わり

が注目されている。我々の研究室においても、

ヒト骨芽細胞および破骨細胞に交感神経か

らの神経伝達物質の受容体や神経軸索を誘

導する因子を認め、これら細胞による骨代謝
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制御に交感神経系の関与を示唆している。さ

らに、神経細胞と骨芽細胞の共培養実験系に

おいて、神経細胞と骨芽細胞によるアドレナ

リン受容体を介した機能的な相互作用の存

在を示し、交感神経細胞と骨芽細胞の間に直

接的かつ機能的な繋がりを認めている。これ

らの知見は神経―骨形成ネットワ―クの存

在を示唆しているが、我々はさらに交感神経

系の活動亢進が、骨芽細胞における破骨細胞

形成促進因子の発現促進を介して、骨吸収の

促進をもたらしている可能性を in vivo およ

び in vitro 実験において示している(Togari 

A et al.: Expert Opin. Ther. Targets 9(5): 

931-940, 2005)。一方、Karsenty らも、また

交感神経系が骨形成を抑制的に制御してい

ることを示しており、交感神経系の活動亢進

を介した骨形成抑制作用に注目している。こ

れらの知見は、交感神経系が骨代謝の制御に

深く関わっていることを示している(Togari 

A: Clinical Calcium 16(2): 74-79, 2006)。 

 骨代謝および歯の形成に概日リズムが存

在することは組織学的研究により古くから

知られていたが、近年、骨代謝に関わる血中

ホルモンと骨代謝マーカーが概日リズムを

示すことが見出されている。ウサギ長管骨の

伸長は、夜（活動期）よりも昼（休息期）に

亢進していることが見出された。また、ラッ

ト成長板における石灰沈着とALP 活性が夜に

亢進する概日リズムを示すことも、電顕的観

察において報告されている。骨組織において

も、DNA 合成、コラーゲン合成、石灰化は概

日リズムを示し、骨形成マーカーである血中

ALP とオステオカルシンのレベルにおいても

ラットでは昼に高く、ヒトでは逆に血清オス

テオカルシンレベルが夜に上昇している。さ

らに、ラットの骨吸収においても概日リズム

が認められている。しかし、骨代謝における

概日リズムと時計遺伝子との関連について

の研究は現在までなされていない。 

 ほ乳類における概日時計の中枢は、視床下

部の視交叉上核に存在し、Period、 Clock、

BMAL 等の時計遺伝子群がその実態を担って

いる。時計遺伝子は、肝臓などの臓器にも発

現しており末梢時計を形成している。中枢時

計は時間情報を末梢時計に伝達すると考え

られており、その伝達システムの解析が進め

られている。今までに得られている視交叉上

核と肝臓などの末梢臓器の間には多シナプ

ス性自律神経経路が存在していること、日周

振動を示すメラトニンの放出が交感神経に

よって支配されていること、光情報によって

肝臓の交感神経が活性化されること等の知

見は中枢時計が自律神経を介して時間情報

を末梢時計へと伝達している可能性を示し

ている。また、交感神経系の活性化によるカ

テコールアミンの放出が、中枢時計による末

梢時計の支配経路の一つであることを示し

て い る (Terazono H et al: PNAS 100: 

6795-6800, 2003)。また、近年、視交叉上核

の時間情報が、中枢の交感神経系のルートを

通り、脊髄中間質外側核から副腎への交感神

経を経て副腎皮質の遺伝子転写を変化させ、

副腎皮質ステロイドの分泌を増加させるこ

とが明らかにされている(Ishida A et al: 

Cell Metab. 2: 297-307, 2005)。すなわち、

光誘導性ステロイド産生に副腎髄質カテコ

ールアミン類がステロイド産生を上昇させ

る副腎髄質̶皮質間の相互作用が関与してい

る可能性が示されている。これらの知見は、

視交叉上核からの時間情報が交感神経活動

を介したカテコールアミンおよびグルココ

ルチコイドが末梢の時計遺伝子の発現を制

御している可能性を示している。 

 

２．研究の目的 

そこで、我々は視交叉上核からの時間情報を

伝達する交感神経・副腎系による二系統の経

路による培養骨芽細胞の末梢時計発振と概

日リズム誘導との関連を調べるため、①アド

レナリン受容体およびグルココルチコイド



受容体への薬理学的な刺激による時計遺伝

子の発振と概日リズムの誘導、②β-アドレナ

リン作動薬とグルココルチコイドとの相互

作用による時計遺伝子の発振と概日リズム

の誘導、および③骨芽細胞におけるアドレナ

リン作動薬およびグルココルチコイドによ

る時計遺伝子発現機序とその生理機能への

関与について検討する。すなわち、時間情報

を伝達する交感神経系および副腎系による

二系統の生理的意義を培養実験で解析する

と共に、正常骨芽細胞および骨肉腫由来の骨

芽細胞における結果を比較し、骨芽細胞にお

ける時計遺伝子の特徴を明らかにする。 

 すなわち、交感神経系の骨代謝を担う細胞

における時計遺伝子発現への関与およびそ

の発現機構を解析し、骨代謝における交感神

経による時計遺伝子の制御と概日リズムと

の関連を検討する事を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 骨芽細胞に存在するアドレナリン受容体

(AR)およびグルココルチコイド受容体を薬

理学的に刺激した際の時計遺伝子の発現リ

ズムを解析するため、ヒト骨膜由来の正常骨

芽細胞（SaM-1）を用いた。SaM-1 細胞には

AR (α1B-AR,  α2B- AR, β2- AR) および GR 

(GRα)の恒常的発現が認められている。そこ

で、この SaM-1 細胞を 5%血清で 24 時間培養

した後、アドレナリン作動薬、デキサメサゾ

ンおよび 50%血清（positive control）で処

理した細胞から、経時的に RNA を抽出し、時

計遺伝子および骨代謝関連遺伝子の mRNA 量

を real-time PCR にて解析した。また、この

リズムの刻みのガン化による影響を解析す

るため、市販されているヒト骨肉腫由来の骨

芽細胞様細胞（SaOS-2, HOS, MG-63）につい

て、同様の解析を行った。 

 また、in vivo における時計遺伝子と骨代

謝関連遺伝子との関連性を 12 時間の明暗サ

イクル環境下で飼育したマウスにおいて解

析した。 

 

４．研究成果 

 本研究により四つの研究成果を得た。第一

に、ヒト骨芽細胞 SaM-1 において 50%血清、

イソプレナリン、デキサメタゾンによる薬理

学的な刺激により時計遺伝子の発振が誘導

されること。第二に、50%血清、イソプレナ

リン、デキサメタゾンによる薬理学的な刺激

により I型コラーゲンに時計遺伝子同様の発

振が誘導されること、しかもイソプレナリン

は初期に発現上昇を示したのに対しデキサ

メタゾンは発現上昇ではなく、むしろ発現低

下を示したこと。第三に、ヒト骨肉腫由来

MG-63 においても時計遺伝子の発現が SaM-1

同様にみられ、腫瘍細胞においても時計遺伝

子が正常に制御されていたこと。第四に、in 

vivo において骨代謝関連遺伝子の概日リズ

ムが明らかとなり、時間薬理学的知見の一部

が得られたことである。 

 

（１）アドレナリン受容体およびグルココル

チコイド受容体への薬理学的な刺激による

時計遺伝子の発振と概日リズムの誘導 

 血清 50％、イソプレナリン(1μM)、デキサ

メタゾン(0.1μM)を 0 時間、2 時間、4 時間、

8 時間、12 時間、16 時間、20 時間、24 時間

処理したSaM-1 細胞における時計遺伝子の定

量を行い、以下の結果を得た。 

① 50%血清は処理 2 時間および 20～24 時間

後に時計遺伝子period1および period2の発

現ピークを示した。period3 の発現のピーク

は 28 時間後に認められた。一方、BMAL1 の発

現ピークは 12 時間後に認められ、period1 お

よび period2 とは逆の位相を示した。 

② イソプレナリンは処理 2時間および 16 時

間後に period1 の発現ピークを示した。

period2およびperiod3の発現ピークは24時

間後に認められた。BMAL1 の発現ピークは 8

時間後に認められ、period1 とは逆の位相を



示した。 

③ デキサメタゾンは処理 4 時間および 20～

24 時間後に period1 の発現ピークを示した。

period2およびperiod3の発現ピークは24時

間後に認められた。BMAL1 の発現ピークは 16

時間後に認められ、period1 とは逆の位相を

示した。 

 これらの結果から、骨芽細胞に時計遺伝子

が存在し、β-受容体およびグルココルチコ

イド受容体の刺激により遺伝子発振の誘導

を惹起している可能性を示した。この知見は、

中枢時計からの時計情報を伝達する 2 経路

（交感神経系と副腎系）が末梢骨芽細胞に及

んでいる可能性を示し、さらに、イソプレナ

リンによる初期ピークの位相がデキサメタ

ゾンより 2 時間早かったことから、交感神経

系と副腎系で時間情報の伝達速度に差があ

る可能性も示された。 

 

（２）骨芽細胞におけるアドレナリン作動薬

およびグルココルチコイドによる時計遺伝

子発現機序とその生理機能への関与 

 （１）で準備したサンプルから骨代謝関連

遺伝子の発現を定量し、以下の結果を得た。 

 

① イソプレナリン処理は SaM-1 細胞の I 型

コラーゲンおよびALPの発現に時計遺伝子と

同様の変動を示した。すなわち、両遺伝子は

処理後 2～4 時間および 16 時間に発現ピーク

の上昇を示した。また、I 型コラーゲンの方

が、ALP よりも大きな変動を示した。 

② デキサメタゾン処理は SaM-1 細胞の I 型

コラーゲンおよびALPの発現に時計遺伝子と

同様の変動を示したが、両遺伝子は処理後 4

時間および 12 時間に発現ピークの減少を示

した。 

 これらの結果から、イソプレナリンは処理

後 2～4 時間に発現ピークの増加を示し、一

方、デキサメタゾンは処理後 4 時間に発現ピ

ークの減少を示した。交感神経系、副腎系の

2 系統の情報伝達は骨芽細胞における時計遺

伝子の発現に同様の位相パターンを示した

にもかかわらず、I 型コラーゲンは初期の変

動では全く逆の位相を示した。骨代謝のサー

カディアンリズムと時計遺伝子との関連が

示されたが、位相の違いについては明らかに

できず、今後に残された検討課題である。 

      

 また、骨芽細胞で発現する時計遺伝子の生

理的意義を明らかにするため、時計遺伝子

period1 をノックダウンした細胞における骨

代謝関連遺伝子の発現について現在検討中

である。 

 

（３）発癌と時計遺伝子の関連 

 ヒト骨肉腫由来の骨芽細胞 MG-63 を、イソ

プレナリン(1μM)あるいはデキサメタゾン

(0.1μM)を、0、2、4、8、12、16、20、24、

28、32、36、40、44、および 48 時間処理し、

これら培養細胞における時計遺伝子の定量



を行い、以下の結果を得た。 

① ヒト骨肉腫由来の骨芽細胞 MG-63 におい

ても、イソプレナリンは SaM-1 と同様に時計

遺伝子の発現変動を示した。 

② ヒト骨肉腫由来の骨芽細胞 MG-63 におい

ても、デキサメタゾンは SaM-1 と同様に時計

遺伝子の発現変動を示した。 

 ヒト骨肉腫由来の骨芽細胞MG-63において

も、イソプレナリンおよびデキサメタゾンは

SaM-1 とほぼ同様の時計遺伝子の発現変動を

示した。すなわち、癌化した骨芽細胞におい

ても時計遺伝子の発現は正常に制御されて

いた。骨代謝関連遺伝子についての解析は今

後の課題として残されている。 

 

（４）In vivo における骨代謝関連遺伝子発

現の概日リズム 

 ICRマウスを２週間以上12時間の明暗サイ

クル環境下で飼育した。その後、Zeitgeber 

Time (ZT:明暗サイクルの一周期が ZT24、明

期開始時刻を ZT0 とする)の ZT0, ZT4, 

ZT8,ZT12,ZT16,ZT20 における骨組織からRNA

を抽出した。その骨代謝関連遺伝子および時

計遺伝子を解析し、以下の結果を得た。 

① In vivo における骨組織において時計遺伝

子 period1 および Bmal1 の発現に概日リズム

が認められた。period1 は ZT12 に発現ピーク

が観られ、BMAL1 は period1 と逆位相を示し

ていた。 

② 骨組織において、骨代謝関連遺伝子 NFAT、

カテプシン K、I 型コラーゲン、Runx-2 の発

現に概日リズムが認めらられ、これらの発現

のピークはいずれも ZT12 であった。すなわ

ち、骨吸収マーカーである NFAT とカテプシ

ン K の発現ピーク、および骨形成マーカーで

ある I 型コラーゲンと Runx-2 の発現ピーク

が共に ZT12 で認められた。 

 これらの結果は、暗期に入った直後(ZT12)

に骨代謝が最も活性化した状態になる事を

示し、さらに piriod1 発現との同調から骨代

謝の概日リズムと時計遺伝子との関連をも

示した。 

 

 本研究では、実験条件の設定が難しく、当

初の目的の一つであった「β-アドレナリン作

動薬とグルココルチコイドとの相互作用に

よる時計遺伝子の発振と概日リズムの誘導」

についての評価には至らなかったが、本実験

を遂行しながら、破骨細胞が神経とシナプス

を形成する可能性、交感神経の亢進した自然

発症高血圧ラット（SHR）に観られる骨量減

少に対する β̶受容体遮断薬による回復、持続

的な β－受容体作動薬のインフュージョンに

よる骨吸収の亢進、およびヒドロコルチゾン

による骨芽細胞の増殖抑制作用にHGF の関与

を示すことを見いだしている。現在、これら

の知見を活用しながら、さらに骨代謝の概日

リズムを分子レベルで明らかにすることを

企画している。本研究はこれらの研究をさら

に発展させる上での重要な手掛かりを与え、

多くの有益なる知見を得る事ができた。これ

らの成果を基に、更なる研究計画が現在進行

中である。 
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