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血圧や心拍数などの心血管系機能や、不整脈、心筋梗塞などの循環器疾患の発症頼度

には明らかな日内変動が見られるが、その分子メカニズムは十分に解明されていない。

最近心血管系組織にも末梢体内時計が存在する可能性が示され、我々は、培養血管内

皮細胞において体内時計関連遺伝子の発現が明らかな日内変動を呈することを示した。

さらに、心筋梗塞の早朝多発の一因である PA卜1遺伝子発現の日内変動が末梢体内時

計により調節されている可能性を示した。現在、末梢体内時計により直接調節される

標的遺伝子を探索する一方、自律神経系や内分泌系による調節と、末梢体内時計によ

る調節の役割の遣いについて研究中である。循環器機能は、少なくともその一部は末

梢体内時計によって調節されている可能性があり、そのメカニズムを明らかにするこ

とは、今後、循環器疾患の治療戦略を考える上で重要であると考えられる。

1. はじめに

さまざまな循環器疾患の好発時間には明らかな日

内変動が見られ、既に降圧剤や狭心症薬の作用持続

時間や投与時間を変えることにより、時間を考慮し

た循環器病の治療が行われている。一方、体内時計

の中枢は視交差上核にあることが知られていたが、

最近末梢組織にも体内時計の存在が示唆された。

我々は、循環器系組織にも末梢体内時計が存在する

ことを示し、その役割を明らかにするために循環器

機能の日内変動に結びつく標的遺伝子の同定を試み

ている。末梢体内時計の病態形成における役割を明

らかにすることは、循環器疾患の新たな治療戦略の

開発につながると期待される。

2.循環器疾患における慨日リス・ム

血圧や心拍数など循環機能には、明らかな日内変

動が見られる。例えば、血圧は日中に上昇し夜間に

下降し、心拍数も日中に増加し夜間に減少する。ま

た疾患の発症頻度にも明らかな日内変動が見られる

(表 1)。心筋梗塞、不安定狭心症、心臓突然死など

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(図 1) .11 日人 l刑。 さらに治療へ

の反応性についても日内変動がみられ、 例えば血栓

溶解療法が朝方に効きにくいことが知られている 九
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血圧のタイプには夜間に血圧の低下する正常なタイ

プの dipperの他に、夜間血圧が低下 しない nondip-

per、夜間過度に血圧の低下する extreme dipper、

逆に夜間血圧の上昇する riserなどのタイプが知ら

れており、心血管病のリスクとの関連が示されてい

る。心筋梗塞が午前中に多く発症する原因について

は、いくつか提唱されている。まず、早朝に交感神

経の活動性が充進するこ とにより、 血圧、 心拍数、

心筋収縮力が上昇し心筋の酸素需要が増加する一方、

表 1 循環器病とサーカディアンリスム

さまざまな循環器疾患には明らかな好発時間帯が認めら

れる。また、 血圧のタ イプには通常の夜間に血圧の低下

するdipper、夜間血圧低下しない nondipper、夜間過度

に血圧の低下するextremedipper、逆に夜間血圧の上昇

するnserなどのタイプが知られてお り、心血管病のリ

スクと関連している。

疾患 好発時間

不整脈 心房細動 夜

心室頻抽，心室細動 朝

虚血性，C"疾患 主性冠症候群 朝

(心筋梗塞，不安定狭心症，突然死)

冠軍縮性挟IL'‘盆 早朝

脳卒中 脳梗塞 朝

ヲモ膜下出血 午後

高血圧 早朝高血圧

dipper， nondipper， extreme dipper 

nser 
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図 1 急性心筋梗塞の発症時間帯(文献 4より改変して

引用)

午前 6時から 12時の聞に急性心筋梗塞は最も多く発症
する。

冠動脈の血管抵抗が上がることにより、冠血流量が

減少し、需要と供給のアンバランスがおこることが

あげられる。次に、 早朝に血液凝固能が充進するこ

とも一因として考えられている。これは血小板凝集

能の充進と、続i容系の活性低下によることが示唆さ

れている。さらに早朝の凝固能充進の原因を明らか

にするため、血液凝固因子、線i容系因子のタンパク

量あるいは活性値の日内変動を検討した臨床研究が

いくつかなされてきた。これらの結果、多くの血液

凝固因子、線溶系因子の中で明らかに日内変動を呈

するのは、組織型プラスミノーゲンアクチベーター

(tPA) の活性とプラスミノ ーゲンアクチベーターイ

ンヒビター 1 (PAI-1) のタンパク量あるいはその

活性値である。つまり、 tPAの活性が早朝に低下し、

PAI-1の活性が上昇することにより線溶系の活性が

早朝に低下し、血栓ができやすい状態にあることが

わかった。さらに、 tPAの活性低下は PAI-1の活性

上昇による二次的なものと考えられ、 PAI-1活性の

日内変動が、血液凝固能の日内変動を調節している

一義的なものだと考えられるようになっている ~

心筋梗塞の初期治療に血栓溶解療法が行われるよう

になると、 早朝発症の心筋梗塞は他の時間帯の心筋

梗塞に比べて、血栓溶解療法が効きにくいことも気

づかれるようになった九 これも早朝に PAI-1の活

性が充進することにより説明可能である。 しかし、

PAI-1の活性がこのような日内変動を呈するメカニ

ズムについては明らかにされていなし、。

3.心血管系組織における末梢体内時計の存在

従来、体内時計は中枢に局在すると考えられてい

たが、体内時計を構成する遺伝子群がク ローニング

されると へ それらは、末梢組織でも 豊富に発現し

ており、さらにその発現パタ ーンは日内変動を示す

ことが明らかになった 1刷出。 そこで、末梢組織にも

体内時計が存在する可能性が提唱された 引 171， :!:!I。

我々は心血管系においても、末梢体内時計が存在す

るのではないかと考え、マウスを 12時間ごとの明所

と暗所で飼育し、経時的に末梢組織における体内時

計構成遺伝子群の発現をノ ーザンブロ ト法で検討し

た。心臓や腎臓において、 Bmall、P巴r2、Cry1など

の遺伝子発現が日内変動を呈する ことが明らかにな
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図 2 培養内皮細胞での遺伝子発現の日内変動
マウス培養内皮細胞を50%血清で 2時間刺激した後、経時的にRNAを抽出 し、ノ ーザ
ンブロ ットを行った。体内時計に関連する遺伝子 Bmal1とPer2発現の日内変動を示す。

11事1/1]生物学 VoI.9.No.I(2003) 

つ白



PER CRY 

企ロ @〉

cz. 
+斗¥ r主一段 /I¥ゾ

寸LRJ

z;jilitzrgrs~ 

BP 
Spasm 

Fibrinolysis 

ノ
ヘ/(PA卜1など)

図 3 CLOCK:BMALの標的遺伝子の探索

CLOCKとBMALの二量体は Perや CryのEboxに結合し、それらの遺伝子の発現を誘導する。細胞質

において PERはリン酸化をうけ degradationをおこす。残った PERは次第に細胞内に蓄積し、核内に

移行して CRYとともに CLOCKとCLlF/BMAL2による転写活性を抑制しネガティブフィードハックを

形成する。この局所の体内時計が直接あるいは、 Dbpなどの転写因子を介して、アウ トプット遺伝子の

発現の日内変動を調節していると考えられる。

った 110。また大動脈においても同様な日内変動が見

られる ことが確認されている l刻。 さらに、 心血管系

を構成する心筋細胞や、血管内皮細胞自体が、この

ような末梢時計が存在するか検討 した。線維芽細胞

のcelllineを用いた研究では、培養細胞を 50%血清

にて 2時間刺激することにより、体内時計を構成す

る遺伝子発現が日内変動を呈する ことが知られてい

る山之l'。そこで、同様に心筋細胞や血管内皮細胞を

血清にて刺激すると、培養細胞において、これらの

遺伝子発現が日内変動を呈することが示された (図

2)。これらの結果より、心血管系においても末梢体

内時計が存在することが示峻される。

4. 末梢体内時計による PA卜1遺伝子発現の日内変

動の調節

では末梢体内時計が生理的な役割をになっている

かは、 実際にその下流のアウ トプット遺伝子がある

のか、また中枢による調節と末梢による調節をどの

ように使い分けているのかを明らかにする必要があ

る。我々は、血管内皮細胞で発現している転写因子

である EndothelialP AS domain protein 1をbaitと

して、 Yeasttwo-hybrid i:去にてヒ ト!隣帯静脈内皮細

胞 cDNAライブラリーをスクリーニングしている過

程で、新規の basichelix-loop-helix (bHLH) PAS 

ドメイン転写因子 CLIF/BMAL2をクローニングし
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た l削 11'。 この遺伝子は、体内l時計遺伝子である

BMALlとホモ ロジーを有 しBMALl同様、体内H寺

計の構成因子であると考えられる “l 村}。

CLIF/BMAL2は、視床下部視交差上核と llll管内皮

細胞で発現が確認された。前述した PAI-lは卵管内

皮細胞で多く発現していることより、血管内皮細胞

の末梢体内時計のアウトプ y 卜遺伝子の候補として

PAI-lを考えた。ノーザンプロット法にて PAI-l遺

伝子の発現が、暗相の初期にピークを有する日内変

動を呈 し、 PAI-l活性の日内変動が遺伝子発現レベ

ルで調節されていることが示された。次に、CLOCK

とCLIF/BMAL2の二量体が PAI-l遺伝子を誘導で

きるかを検討した。ヒト l隣'出;静脈内皮細胞において

アデノウイルスを用いて CLOCKとCLIF/BMAL2

を強制発現させると PAI-l mMRAの発現が尤進し

た。さらに、そのメカニズムを詳細に検討するため

に、 PAI-lプロモーターを用いたレポーター解析を

行った。その結果、CLOCKとCLIF/BMAL2の発

現により、 PAI-lのプロモーター活性が上昇し、こ

れは、 2カ所の CACGTGタイプの E-boxを介する

ことが明らかになった。また、ゲルシフト解析によ

り、 CLOCKとCLIF/BMAL2の二量体はこの PAI-

l遺伝子の E-box に結合することも明らかにな っ

た。さらに前述のように体内時計の負の調節因子で

ある PERや CRYはCLOCKとCLIF/BMAL2によ

円
、

υ



るPAI-1遺伝子の誘導を抑制し、末梢組織において

もネ方、テイブフィードパックループを形成している

と考えられた。

以上の結果より末梢組織にも体内時計が存在し、

少なくとも一部は局所において PAI-1遺伝子発現の

日内変動を調節していること、それが心筋梗塞発症

の日内変動に寄与していることが示唆された 山。

5. 血管内皮細胞末梢体内時計により調節される遣

伝子群

末梢体内時計により調節される遺伝子群は、

CLOCKとBMALにより直接誘導されるか、 Dbpな

どの転写因子を介して誘導されると考えられる(図

3)。そこで、血管内皮細胞末梢体内時計の下流遺伝

子を網羅的に同定するために、 cDNAマイク ロアレ

イによる解析を行った。 ヒト麟帯静脈内皮細胞に

CLOCKとCLIF/BMAL2を発現するアデノウイル

スを感染させ、 48時間後に RNAを回収した。コン

トロールとしては、 GFPを与をま見するアデノウイルス

を感染させた細胞を用いた 。 CLOCKと

CLIF/BMAL2により発現が上昇した遺伝子群の中

で、さらに DNAchipの解析から心臓や肝臓でその

発現が日内変動を呈することが既に報告されている

遺伝子を選択すると 川、その遺伝子は末梢体内時計

の下流遺伝子である可能性があると考えた。それら

の中には転写因子、分泌タンパク、膜受容体を含む

遺伝子が含まれていた(表2)。現在、この方法で同

定された遺伝子と、血圧、血管 トーヌス、線i容系の

日内変動との関連を解析中である。さらに、その中

には、最近新たな時計遺伝子として報告された Decl

も含まれていた 九 ただし Dec1の場合は下流遺伝子

表 2 血管内皮細胞において CLOCKとCLlF/BMAL2に

より誘導されその発現が日内変動を呈する遺伝子

従来明らかなように Perの著名な誘導が認められた。

さらに最近時計遺伝子として提唱された DEC1も誘導

された。その他にもいくつかの転写因子、受容体、分泌

タンパクが誘導された。

Perl 

PerZ 

Decl/bHLHBZ 

転写因子

膜受容体

分泌タンパク
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- 14-

倍率

x 28 
x 3.2 

x 6.3 

としてより、コアループを形成する転写因子として

働し、ている可能性が高いようである。

6. おわりに

末梢体内時計の役割を明らかにするためには、さ

らに中枢の体内時計と末梢の体内時計による調節が

どのように使い分けられているのか解明するのが今

後の課題であろう 。そのためには食餌制限で末梢の

体内時計のみシフトさせたモデルで解析するのも一

つの方法であろうが!川、我々は現在、血管内皮細胞

特異的に末梢体内時計をノックダウンしたトランス

ジェニックマウスの関与をを行っている。

また、末梢体内時計が、心肥大や動脈硬化で、どの

ように障害されるのか、逆に末梢体内時計の障害が

これらの病態の形成に寄与しているのかも、今後明

らかにしていく 必要がある 叩ー出。 これらの末梢体内

時計の役割、特に病態形成における役割が明らかに

なれば、従来の投薬のタイミングを考慮した循環器

病の治療のみでなく、末梢体内時計を正常に保つ治

療が可能になるかもしれなし、。

組織固有の日内リスム発生のメカニズムを理解す

ることは、心筋梗塞や冠動脈スパスムなどの病態の

理解をさらに深めることにつながり、これらの疾患

のタイミングを考慮した予防、さらに時間に即した

治療法の開発に結びつけられることが期待される。
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