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研究成果の概要（和文）：生物時計による骨代謝制御機構の検討を行った。腸管の生物時計に注目し解析を行っ
たところ、腸管において時計遺伝子であるBmal1を欠損するマウスではカルシウムの能動輸送が低下していた。
その機序としては、VDRの時間依存性転写活性化が消失しているためと考えられた。この変異マウスでは、カル
シウム能動輸送の低下により、PTHが上昇していた。その結果、骨吸収が亢進し、骨量が減少していた。この変
化は、高カルシウム食下では認めなかった。これらの結果は、腸管における生物時計は、カルシウム吸収を制御
することで、骨代謝恒常性を維持していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The effects of circadian clock system in the regulatin of bone metabolism 
was investigated using mice lacking Bmal1, a core clock gene, in the intestine (cKO mice). cKO mice 
displayed impaired Calcium (Ca) absorption associated with elevations in PTH levels. 
Mechanistically, VDR showed rhythmic transcriptional pattern in the intestine, and this was 
dissapeared in cKO mice. Skeletal phentyping of cKO mice revealed decreases in bone mass associated 
with enhanced bone resorption. additionally, decreased bone mass was not observed when mice were fed
 with high Ca diet. Collectively, these findings suggest that circadian clock system in the 
intestine regulates bone metabolism by fine-tuning Ca absorption.  

研究分野：小児内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、生物時計の破綻が、種々の代謝異常の
原因となることが報告されている。例えば、
シフトワーカーでは、肥満、動脈硬化の罹患
頻度が高いことが疫学的に証明されている。
一方、骨代謝マーカーや骨代謝の重要な要素
であるミネラル（カルシウム、リン）の血中
濃度には日内変動が存在することが知られ
ており、このことは骨代謝もまた生物時計に
より制御を受けている可能性があることを
示唆している。しかし、生物時計と骨代謝の
関連性はほとんど研究が行われてこなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、生物時計による骨代謝制御機構
を解明するために、骨代謝の重要な要素であ
るカルシウム（Ca）代謝に注目し、生物時計
による Ca、骨代謝制御機構の検討を行った。 
 
３． 研究の方法 
 
A. モデルマウスの作出 
生物時計による Ca 制御機構を解明するにあ
たり、時計遺伝子である Bmal1 を腸管特異的
に欠損するマウスを用いて検討を行った。腸
管特異的 Bmal1 欠損マウス（cKO マウス）は、
Bmal1-flox マウスと Villin-Cre マウスを交
配することにより作出した。 
 
B. cKO マウスの表現型の解析 
十二指腸における遺伝子発現を定量 RT-PCR
法を用いて解析した。サンプルは 4時間ごと
に十二指腸の絨毛から採取した。 
十二指腸における Ca 能動輸送を腸管反転法
を用いて解析した。 
血清を4時間ごとに採取し、血清カルシウム、 
PTH、CTX の濃度を測定した。 
骨表現型に関しては、16 週令の雄マウスから
大腿骨を回収し、マイクロ CT に供した。ま
た、カルセインの二重ラベリングを実施し、
骨形態計測も行った。 
 
C.時計遺伝子による VDR 機能制御の解析 
時計遺伝子 Clock および Bmal1 と Vdr の関連
性の検討を行った。共免疫沈降法、ルシフェ
ラーゼアッセイ、クロマチン免疫沈降法を行
い、Clock/Bmal1 と VDR の機能的、物理的関
連性の検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
A. 腸管特異的 Bmal1 欠損マウスでは、Ca 吸
収が低下している。 
cKOマウスにおける腸管でのCa吸収機構を検
討した。まず、時計遺伝子の発現パターンを
検討したところ、cKOマウスではBmal1、Per1、
Dbp,Rev-erba などのリズム性発現パターン

が消失していた。 
次に、Ca の吸収に関わる遺伝子群の発現を十
二指腸で検討したところ、Trpv6, Calbindin 
D9k などの遺伝子は、コントロールマウスで
は明暗移行期にピークを有していたが、cKO
マウスではそのピークが減弱していた。これ
らの遺伝子は、Vdr により制御されているた
め、Vdr の発現も併せて検討したところ、同
様の発現パターンであった。これらの結果か
ら、cKO マウスでは Ca の能動輸送が低下して
いると考えられたため、腸管反転法を用いて
十二指腸における Ca の能動輸送を検討した
ところ、下図のように、cKO マウスでは Ca 能
動輸送の低下を認めた。 
 
 

 
B. 腸管特異的 Bmal1 欠損マウスでは、Ca 吸
収が低下に伴う代償性機構が働いている 
上記の通り、cKO マウスでは Ca 能動輸送の減
少を認めたが、血液中 Ca 濃度は維持されて
いた。この結果から、代償性機構により Ca
濃度が維持されていると考えられた。実際、
尿中 Ca 排泄は減少し、活性型ビタミン D 濃
度、PTH 濃度も上昇していた。 
 
C. 腸管特異的 Bmal1 欠損マウスでは骨吸収
亢進に伴い、骨量が減少している。 
cKO マウスで PTH が上昇していたことから、
代償性骨吸収機構により、血液中 Ca 濃度を
維持していると考えられた。実際、骨吸収マ
ーカーである血液 CTX濃度は cKOマウスで増
加していた。そこで、骨表現型をマイクロ CT
で検討したところ、cKO マウスでは海綿骨量
が減少していることが判明した（下図）。骨
形態計測から、cKO マウスでは、破骨細胞数
の増加、骨吸収面の増加を認めた。これらの
結果は、腸管で Bmal1 が欠損すると、Ca能動
輸送が減少し、血液中 Ca 濃度を維持するた
めに、骨吸収が亢進し、その結果骨量が減少
すると考えられた。 
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D. 時計遺伝子による Vdr 制御機構 
時計遺伝子によるVdrおよびその標的遺伝子
の制御機構の解析を行った。共免疫沈降法お
よびレポーターアッセイから時計遺伝子
Clock は Vdr と結合し、Vdr の転写活性を増
強する作用を有することが分かった。また、
ChIP アッセイから、Clock は Vdr、Cyp24a1、
Trpv6のVDREと時間依存性に結合することも
判明した。そして Bmal1 非存在下では、Clock
そのものが核内へと移行できないために、
Clock による Vdr の機能促進作用が消失する
と考えられた。                  
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