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研究成果の概要（和文）：多くの硬組織には、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、キンギョの再生鱗に１日１本ずつできる隆起線（
成長線）の形成と時計遺伝子や破骨細胞・骨芽細胞関連遺伝子の発現がどのように関連しているのかを明らかにするた
めの実験を行った。その結果、時計遺伝子であるper3, bmal1,clock, cry1a遺伝子の発現に明瞭な日周リズムを観察す
るとともに、骨芽細胞遺伝子のdlx5 とtypeⅠcollagen遺伝子や破骨細胞遺伝子のCath K, mmp9の発現も時計遺伝子と
関連した日周リズムを示していた。

研究成果の概要（英文）：In many hard tissues, the incremental line is formed as a unit about a day. The 
mechanism for the formation of diel incremental line has not been clarified. In this study, the 
experiment was conducted to clarify the mechanism of the ridge (one of the incremental line) formation in 
the regenerating goldfish scale. The expression of clock genes such as per3, bmal1, clock and cry1a 
during spontaneous scale regeneration showed a clear diel rhythm. Osteoblast-related genes, dlx5 and 
typeⅠcollagen, and osteoclast-related genes, Cath K and mmp9 showed diel rhythmicity like clock genes. 
These results suggest that clock genes mediate circadian rhythm of gene expression of osteoblast- and 
osteoclast-related genes during the formation of incremental line in regenerating goldfish scale.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
骨と類似した構造をもつ硬骨魚類の鱗は、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、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し、
再生鱗の形成過程での発現パターンが、哺乳
類の膜性骨形成時の各遺伝子の発現パターン
に類似していることを示した(Bone, 2012)。 
 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）、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。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。この研究
は、哺乳類の破骨細胞の単独培養系では成し
えなかった成果である。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、再生鱗形成過程におけるメラトニ
ンの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 
本研究は、骨形成の２大様式である「膜性骨
化」と「軟骨性骨化」に対するメラトニンと時計遺
伝子による制御機構を解明するものである。これ
まで、膜性骨のモデルとして魚鱗を用いて、再
生鱗にできる隆起線（成長線）は、12 時間照明
（12L）12 時間暗黒（12D）の 24 時間周期の明暗
サイクルや恒明（LL）において、1 日に 1 本ずつ
外側に形成されことを明らかにした。一方、歯の
象牙質におけるエブネル線や骨のハヴァース系
の層板における形成層（約 1μｍ）のように硬組
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、それらの日周輪形成とサーカディア
ンリズムを刻む時計遺伝子との関連やメラトニン
などの液性制御因子との関連に関する研究はま

ったくなされていない。一方、両生類の変態期
では、後肢が軟骨から骨に置き換わること、また、
その時期にメラトニンレセプターが発現している
ことを見出している。そこで、魚鱗の再生を「膜
性骨化」のモデルとして、両生類の変態時に生
じる後肢を「軟骨性骨化」のモデルとして、メラト
ニンと時計遺伝子による骨形成の制御機構の解
明を目的とした。 
 
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，
鱗の大きさが大きく，取り扱い易い体長約 15ｃｍ
の雄キンギョと同じく飼育及び入手が容易である
ウシガエルとアフリカツメガエルの幼生（オタマジ
ャクシ）を用いた。 
 
（1）キンギョを麻酔にかけ，鱗を抜去した後、
12L12D やＬＬの環境下で飼育し、再生鱗を 21
日間観察し、隆起線の数を計測した。 
（2）既にクローニングが終了している per 遺伝子
以外に、時計遺伝子として、bmal1, clock, cry, 
Npas2 の各遺伝をクローニングし、再生 14 日目
から 15 日目にかけて経時的にそれらの時計遺
伝子発現の日周リズムを調べた。 
（3）再生 14 日目から 15 日目の鱗を用いて、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 mRNA 発現量の日周変化を、リ
アルタイムＰＣＲ法を用いて調べた。また、上記
の各時計遺伝子の発現との関連性に関しても検
討した。 
（4）破骨細胞に関しては、同じく再生 14 日目か
ら 15 日目において、機能遺伝子として Cath K 
と mmp9 の発現リズムを、分化誘導遺伝子として
NFATc1の発現リズムをリアルタイムPCR法で調
べた。また、同時に上記の各時計遺伝子との関
連性についても検討した。さらに、Cath K の活
性染色を行い、再生鱗のどの部位の細胞で強く
発現しているかを調べた。 
（5）ウシガエルおよびアフリカツメガル幼生の後
肢形成に伴う骨形成過程を、透明標本と組織切
片を作製して観察した。次いで、変態のステー
ジを追って、ウシガエル幼生後肢（骨）における
メラトニン受容体（Mel1b）のｍRNA発現量ならび
に骨芽細胞のマーカーであるOsteocalcin の
mRNA 発現量をリアルタイム PCR法を用いて比
較検討した。 
 
４．研究成果 
（1）再生鱗における概日リズムに関与する時計
遺伝子として、per1～3 と骨芽細胞関連遺伝子
(dlx5、typeⅠcollagen、osteocalcin、ALP)の発現
リズムをリアルタイムPCRで調べた結果、再生14
日目～15 日目においては、時計遺伝子の per3
と dlx5、typeⅠcollagenの発現が明瞭な日周リズ
ムを示した。 
（2）同様に再生 14 日目から 15 日目の鱗では、
時計遺伝子であり、かつ転写調節因子でもある
bmal1,clock と破骨細胞遺伝子の Cath K, 



mmp9 の発現に明瞭な関連性と日周リズムが認
められた。 
（3）Cath K の活性染色では、再生鱗の最外層
の内側２～３層の細胞層にのみ陽性像が認めら
れたのに対し、活発な骨芽細胞の多くは最外層
に存在していた。 
このことから、再生鱗では最外層で骨芽細胞
がＩ型コラーゲンを産生し、その内側の破骨細胞
がそれらを周期的に吸収することにより、隆起線
（成長線）が形成される可能性が示唆された。 
（4）透明標本と組織切片を観察した結果、両生
類幼生の後肢は、前変態期ではほぼ全てが軟
骨よりなり、変態始動期の初期から骨化が進ん
でいくことが明らかとなった。ウシガエル幼生後
肢（骨）におけるメラトニン受容体（Mel1b）mRNA
の発現は、前変態期では高く、変態始動期の初
期に低くなり始め、その後のステージでは発現
は低いままであった。一方、骨芽細胞のマーカ
ーである Osteocalcin の mRNA 発現は、前変態
期から変態始動期の前半までは低く、変態始動
期の後半から変態最盛期にかけて高くなってい
た。 
 ＜今後の展望＞ 
本研究のような骨や歯における成長線の形成機
構の解明は、これまで一般に理解されている硬
組織の形成機構に対して、新しい視点を与える
点で非常に重要な研究である。本研究によって、
再生鱗の隆起線が形成される過程に、いくつか
の時計遺伝子が関与している可能性が示された
が、今後は、それらの遺伝子をノックダウンする
ことにより、隆起線形成に異常が生じるか否かを
明らかにする必要があろう。 
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学の接点． 第 14 回日本抗加齢医学会総

会，大阪国際会議場，大阪府大阪市(2014, 

6/6-8)  (招待講演) 

⑦ 服部淳彦： メラトニンとアゴニスト－今後の

展望． 第 14 回日本抗加齢医学会総会，

大阪国際会議場，大阪府大阪市(2014, 

6/6-8)  (招待講演) 

⑧ 松本幸久，松本－佐藤千尋，水波誠，中野

真樹，服部淳彦：加齢性記憶障害に対する

一酸化窒素による回復とメラトニンの長期投

与の効果－コオロギをモデル動物として．

第 14 回日本抗加齢医学会総会，大阪国際

会議場，大阪府大阪市(2014, 6/6-8) ＊優

秀ポスター賞 

⑨ 服部淳彦：メラトニンと骨粗鬆症．第 86回日

本内分泌学会学術総会、仙台国際センタ

ー 宮城県仙台市 （2013，4/25-27） （招

待講演） 

⑩ 服部淳彦：「宇宙メラトニン研究」の目的と今

後の展開．第３回宇宙メラトニン研究会．金

沢大学 臨海実験施設，石川県能登町

（2013,8/19）（招待講演） 

⑪ 服部淳彦：メラトニン－基礎研究より－．第 5

回抗加齢内分泌研究会．立教大学，東京

都豊島区（2013, 9/1）（招待講演） 

⑫ 服部淳彦：宇宙メラトニン研究会．平成 24

年度きぼう利用フォーラム総会，JAXA 東京

事務所プレスルーム，東京都千代田区

（2013, 3/16）（招待講演）－Ustream および

ニコニコ生放送（インターネットライブ配信） 

⑬ 服部淳彦：「宇宙メラトニン研究会」に関して．

第２回宇宙メラトニン研究会，NHK プロモー

ション，東京都渋谷区（2013, 3/5）（招待講

演） 

⑭ 服部淳彦：「宇宙メラトニン研究会」について．

第 56 回宇宙科学技術連合講演会，別府国

際コンベンションセンター，大分県別府市

（2012,11/20～22）（招待講演） 

⑮ 服部淳彦，池亀美華，矢野幸子，鈴木信

雄：宇宙（微小重力）における破骨細胞の亢

進とメラトニンによる抑制効果－「きぼう」実

験棟における研究成果．第 12 回日本抗加

齢医学会, パシフィコ横浜，神奈川県横浜

市（2012, 6/23）（招待講演） 
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