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研究成果の概要（和文）： 
硬組織には、約 1日を単位として形成される日周輪（成長線）の存在が古くから知られている
が、その日周輪形成の制御機構を明らかにした研究は無い。そこで本研究では、キンギョの再
生鱗を用いて、それらを明らかにする実験を行った。まず、キンギョの鱗の再生過程において
我々が単離した骨芽細胞関連遺伝子の発現を調べたところ、哺乳類の膜性骨の再生過程で発現
する遺伝子のパターンとほぼ同じパターンを示すことが分かった。次に、再生鱗を用いて、隆
起線（成長線）が 1日 1本ずつ外側に形成されていくこと、また、時計遺伝子の中では少なくと
も per-3 の発現に明瞭な概日リズムが認められることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the hard tissue the presence of the incremental line formed as a unit about a day has been 
known than before. The formation mechanism of the diurnal incremental line has not been 
clarified, then, in this study, the experiment was conducted to clarify the mechanism using a 
regenerating scale of the goldfish. In the expression of osteoblast-specific genes during 
spontaneous scale regeneration, it shared similarities in gene expression with mammalian 
intramembranous bone regeneration. The regenerating scales showed that the ridges 
(incremental lines) are formed in the outer one on each day. In the expression of clock genes in 
regenerating scale, a clear circadian rhythm was observed in the expression of per-3 gene. 
Improved understanding of the ridge formation in regenerating scale will help elucidate the 
mechanism of formation of the diurnal incremental line in the hard tissue. 
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１．研究開始当初の背景 
硬骨魚類の鱗は、Ｉ型コラーゲンを基質と

してハイドロキシアパタイトの形でカルシ
ウムが沈着した骨と類似した構造をしてお

機関番号：12602 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：21570062 

研究課題名（和文） 再生鱗における隆起線形成の日周性と時計遺伝子との関連：メラトニン

による制御                     

研究課題名（英文）Diurnal rhythm of the ridge formation in regenerating scale and its 

regulation by clock genes and melatonin 

研究代表者 

服部 淳彦（HATTORI ATSUHIKO） 

 東京医科歯科大学・教養部・教授 

 研究者番号：70183910 



 

 

り、血中カルシウムの供給源として破壊（吸
収）と形成を繰り返す硬組織である。これま
で、魚鱗を骨のモデルとしてとらえ、キンギ
ョの鱗を用いて、鱗には骨芽細胞（Life Sci, 
2005）と破骨細胞(Biochem Biophys Res 
Commun, 2007)が存在すること、また、破骨細
胞の分化に関わる遺伝子（NFATc-1）や機能遺
伝子（TRAP, Cathepsin K, MMP-9）をキンギョ
の鱗からクローニングし、それらの遺伝子が鱗の
破 骨 細 胞 で 発 現 し て い る こ と を 報 告 し た
(Biochem Biophys Res Commun, 2007)。
ま た 、 骨 芽 細 胞 の 分 化 に 関 わ る 遺 伝 子
（Runx2a, Runx2b, Dlx5, Osterix）や機能遺伝
子（Collagen-I, ALP, Osteocalcin）も、キンギ
ョの鱗からクローニングをした。 
 一方、メラトニンは、脊椎動物において夜間に
松果体から血中へと分泌され、概日リズムを同
調させる作用を有するホルモンである。我々は、 
骨の代わりにキンギョの鱗の培養系を用いて、
夜間の血中メラトニン濃度に相当する生理学的
な濃度のメラトニンが、破骨細胞の活性を有意
に抑制することを世界で初めて報告した（J 
Pineal Res, 2002）。その後、メラトニンの膜レ
セプター（Mel-1a, 1b, 1c）をクローニングし
（Comp Biochem Phys, 2009）、多核の成熟
破骨細胞で発現していること、また、メラトニンが
破骨細胞の機能遺伝子の発現を抑制することを
明らかにした。この研究は、哺乳類における破
骨細胞の単独培養系では得られなかった成果
である。さらに、2010年5月には国際宇宙ステー
ションの「きぼう」の実験棟において、キンギョの
鱗を用いて微小重力空間における骨吸収増加
機構の解析を行い、メラトニンの破骨細胞抑制
効果を宇宙空間においても確認した。このよう
に、メラトニンが骨吸収（破骨細胞）の制御
に関わることは明らかにしてきたが、骨形成
（骨芽細胞）に対する制御機構の解明に関し
ては、まだ手付かずの状態であった。 
 
 
２．研究の目的 
歯の象牙質におけるエブネル線、骨のハヴ

ァース系の層板における形成層（約 1μｍ）
や硬骨魚類の再生鱗における隆起線など、硬
組織の中には約 1日を単位として形成される
日周輪（成長線）の存在が古くから知られて
いる。しかしながら、その日周輪とサーカデ
ィアンリズムを刻む生物時計との関連やメ
ラトニンなど具体的な制御因子に関する研
究はまったくなされていない。そこで、この
日周輪（鱗の場合は隆起線）の形成メカニズ
ムを解明することが、硬組織の形成（骨形成）
をコントロールするメカニズム解明の早道
の一つではないかと考え、鱗の系を用いて、
以下のことを本研究では行った。（1）キンギ
ョの再生鱗を用いて隆起線形成の日周性の
確認、（2）再生鱗形成過程における骨芽細胞

関連遺伝子の発現解析、（3）再生鱗における
日周リズムやサーカディアンリズムを示す
遺伝子の検索、そして、（4）人工的にメラト
ニンの日周リズムを制御できる水槽装置の
作製である。 
 
 
３．研究の方法 
実験動物としては，入手や飼育が容易であ

り，鱗の大きさが適当に大きく，取り扱い易
い体長約 15ｃｍの雄キンギョを用いた。 
 
（1）キンギョを麻酔にかけ，鱗を抜去した
後、12 時間照明（12L）12 時間暗黒（12D）
の環境下、または恒明（LL）環境下で飼育し、
再生鱗を 21 日間観察し、隆起線の数を計測
する。 
（2）再生 7,14,21 日目に鱗を採取し、ＲＮＡ
を抽出後、既にクローニングが終了している
骨芽細胞の分化に関わる遺伝子（ Runx2a, 
Runx2b, Dlx5, Osterix ） や 機 能 遺 伝 子
（Collagen-I, ALP, Osteocalcin）の発現量を、
リアルタイムＰＣＲを用いて測定する。 
（3）再生 14 日目の鱗を用いて、骨芽細胞活
性（アルカリホスファターゼ活性）に、日周
リズムがあるかどうか、さらに骨芽細胞の分
化制御遺伝子（４種）と機能遺伝子（３種）
に関して、リアルタイムＰＣＲ法を用いて、
日周リズムが認められるかどうかを調べる。
また、時計遺伝子である per-1,per-2,per-3 や
clock 遺伝子をキンギョの鱗からクローニン
グし、それらの遺伝子の発現の日周リズムも
調べる。 
（4）隆起線形成に対するメラトニンの作用
機構を明らかにするために、好きな時間に、
好きなように繰り返しメラトニン量を変化
させることができる、人工的にメラトニンの
日周リズムを作る飼育装置を作製する。 
 
 
４．研究成果 
（1）12Ｌ12Ｄの 24 時間周期の明暗条件下及び
ＬＬ（恒明）条件下で飼育したキンギョの再生鱗
にできる隆起線（成長線）は、1 日に 1 本ずつ外
側に形成されことを明らかにした。 
 
（2）キンギョの鱗からすでにクローニングが済ん
でいる骨芽細胞の分化制御遺伝子（４種）と機
能遺伝子（３種）に関して、再生鱗形成過程にお
いてリアルタイムＰＣＲ法を用いて調べた結果、
下図のような結果が得られた。 
哺乳類では、骨芽細胞の分化に最も重要だ

と考えられている Runx2a,Runx2b に関して
は、再生過程で大きな変化は認められなかっ
た。一方、転写調節因子である Dlx5 は再生 7
日目に最大値を示した後、減少するのに対し、
Osterix は再生 7 日～21 日まで高値を維持し
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た。機能遺伝子である TypeＩcollagen や ALP
（アルカリホスファターゼ）は、徐々に発現
量が増加したのに対し、Osteocalcin は、再
生 14 日目から著明に増加した。 
これらの結果は、鱗の再生過程が、膜性骨

の再生過程や骨芽細胞の分化過程を良く再
現している結果であり、再生鱗が膜性骨の再
生過程の良いモデルになることを示唆した。 
 
 

A) Runx2a 
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E) Type I collagen  
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B) Runx2b 
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F) ALP 

  

C) Dlx5 
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G) Osteocalcin 
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D) Osterix  
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（3）時計遺伝子である per-1,per-2,per-3 や
clock 遺伝子をクローニングし、それらの遺伝子
の発現の日周リズムを再生１４日目の鱗で調べ
た結果、少なくとも per-3 の発現に明瞭な概日リ
ズムが観察された。 
 
（4）水槽内のメラトニン濃度を自由に変化
させることができる装置で飼育したキンギョの
血中メラトニン濃度を経時的に測定した。その結
果、飼育水に加えるメラトニンの濃度を上昇させ
ると、１,３,６時間後すべてにおいて濃度依存的
に血中メラトニン濃度が上昇した。また、メラトニ
ン飼育水から通常の水に換えると、３時間後に
はかなりの低値に戻ることも分かった。 
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