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研究成果の概要（和文）：本研究は、潮汐性の日周産卵リズムが顕著に現れる熱帯性ベラ類のミ

ツボシキュウセンを主な研究対象種とし、潮汐情報が内因性のリズムに転換される道筋を明ら

かにした。潮汐（静水圧）変化を実験的に付加した場合、脳内ドーパミン代謝率が低下した。

ドーパミン代謝は昼をピークとする日内変動を繰り返しており、この変化はメラトニン投与に

よっても誘導することができた。魚類ではドーパミンが生殖腺刺激ホルモン放出抑制因子とし

て働いていることが知られているため、日周性と潮汐性刺激によるドーパミン代謝の変化が潮

汐性の毎日産卵誘導に関与している可能性が考えられた。	
 

 
 
研究成果の概要（英文）：The	
 aim	
 of	
 the	
 present	
 study	
 was	
 to	
 clarify	
 how	
 tidal	
 stimuli	
 are	
 

transduced	
 endogenous	
 signals	
 in	
 order	
 to	
 repeat	
 daily	
 spawning	
 at	
 high	
 tide.	
 To	
 gain	
 

insight	
 into 	
 these 	
 issues, 	
 the 	
 involve ment	
 of 	
 monoamines 	
 in 	
 mediating 	
 endogenous	
 

day‒night	
 and	
 tidal	
 rhythms	
 in	
 the	
 threespot	
 wrasse,	
 Halichoeres	
 trimaculatus,	
 were	
 

examined.	
 DA	
 activity	
 increased	
 during	
 the	
 day	
 and	
 decrease	
 during	
 the	
 night	
 for	
 fish	
 

held	
 under	
 a	
 natural	
 photoperiod.	
 Intraperitoneal	
 injection	
 of	
 melatonin	
 resulted	
 in	
 a	
 

significant	
 reduction	
 in	
 DOPAC/DA.	
 Furthermore,	
 DOPAC/DA	
 was	
 significantly	
 lower	
 in	
 fish	
 

held	
 at	
 3	
 m	
 compared	
 to	
 0	
 m	
 depth,	
 suggesting	
 that	
 hydrostatic	
 pressure	
 influences	
 DA	
 

metabolic	
 rate.	
 These	
 results	
 indicate	
 that	
 light	
 and	
 hydrostatic	
 pressure	
 control	
 

dopaminergic	
 turnover	
 in	
 the	
 brain	
 of	
 threespot	
 wrasse.	
 Day‒night	
 and	
 tidal	
 changes	
 in	
 

these	
 two	
 factors	
 therefore	
 may	
 be	
 the	
 main	
 environmental	
 cues	
 the	
 fish	
 uses	
 to	
 synchronize	
 

its	
 spawning	
 activity.	
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１．研究開始当初の背景 
 
 地球上で繁栄しているすべての生物の活動

には周期性がある。地球の公転と自転はそれ

ぞれ一年周期の日長や水温の変化及び24時間

周期の明暗の変化として表現され、リズミッ

クな生命活動の基本となっている。月が地球

に及ぼす約一ヶ月（月光など）、約２週間（大

潮・小潮など）、そして約12.4時間（干満な

ど）の周期も生命活動の同期に重要な要素で

ある。生物を取り巻くこのような環境の周期

的な変動が、それぞれの生物に特有の内因性

リズムに転換されると思われるが、その詳細

についてはほとんど解っていない。	
 
 
２．研究の目的 
 
 沿岸性の魚類にとって潮汐周期は、産卵や
摂餌の時刻あわせを行うための重要な環境
要因である。魚が潮汐を感受する機構を明ら
かにすることができれば、外部環境を利用し
た性成熟や成長の統御が可能になるかもし
れない。本研究では潮汐性のリズムが顕著に
現れるサンゴ礁性のベラ科魚類（ミツボシキ
ュウセン）を実験材料に用い、潮汐情報が内
因性のリズムに転換される道筋を明らかに
することを目的とする。	
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 研究対象としてサンゴ礁域に広く生息す
るミツボシキュウセンを用いた。ミツボシ
キュウセンは、沖縄本島瀬底島周辺のサン
ゴ礁域で釣獲し、実験に用いるまで熱帯生
物圏研究センター瀬底研究施設の海水掛
け流しの水槽で飼育した。 

(2) 瀬底研究施設の大型水槽にケージを設置
し、一方を水底（3m）に沈め、他方を水
面に保持した。その状態で一定時間保持し
た後、魚から脳を取り出して冷凍保存した。
また、水槽内で飼育した魚の脳を４時間お
きに取り出し、同じく冷凍保存した。 
	
 生殖腺（卵巣）を取り出し、ヒト絨毛性
ゴナドトロピン（hCG）の存在下で培養
した。 

(3) 脳内モノアミンは高速液体クロマトグラ
フィーで分離した後に電気化学的に検出
した。卵巣から培養液中に分泌される雌性
ホルモン（estradiol-17β; E2）と黄体ホルモ
ン（17α,20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one; 
DHP）は酵素免疫測定法で測定した。 
	
 メラトニン量は時間分解蛍光免疫測定
法で測定した。 

(4) 分子生物学的研究手法として、本研究では

２種類の生殖腺刺激ホルモン（FSH と
LH）遺伝子、アルギニンバソトシン(AVT)
とイソトシン（IT）、そしてモノアミン酸
化酵素遺伝子（MAO）の確遺伝子をクロ
ーニングし、それぞれの脳内発現量をリア
ルタイム PCRで測定した。 

	
 
４．研究成果	
 
	
 
脳内モノアミンの変化	
 
	
 ミツボシキュウセン全脳抽出物中のモノ
アミン（Dopamine; DA、Serotonin; 5-HTおよ
びそれらの代謝物）量の日周変動を調べた。
その結果、5-HTおよびその代謝物には日周変
化は認められなかった。一方、DA は日入り
前後で有意に上昇した。DA の代謝産物
（3,4-dihydroxyphenylacetic acid; DOPAC）は
昼に高く夜に減少したのに加え、DA の代謝
率（DOPAC/DA）も夜に減少した（図１）。
DA の代謝率の変化は人為的な恒暗条件下で
も継続したため、生物時計の関与が考えられ
た。網膜内メラトニン量の変化を測定した結
果、この値は夜間に高く昼に下がることが判
明した。ミツボシキュウセンへのメラトニン
投与は、脳内 DA代謝率を減少させたことか
ら、夜間に上昇するメラトニンが DAの代謝
に関与している可能性があった。  
	
 ミツボシキュウセンを水面（0m）と水底
（3m）で飼育し、全脳抽出物中の DA代謝率
を比較した。その結果、水底で飼育した魚の
DA 代謝率は昼間及び夜間のいずれにおいて

も水面のそれよりも減少した（図２）。 

 
図１．ミツボシキュウセンにおける脳内モノアミン量
の日周変化．A; Dopamine (DA), B; Serotonin (5-HT), C; 
3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), D; 
5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), E; DOPAC/DA, F; 
5-HIAA/5-HT. *は統計的に有意であることを示す．	
 



 
	
 ドーパミン代謝に関連するモノアミン酸
化酵素遺伝子の脳内発現量が静水圧付加前
後で変化した。 
	
 
静水圧付加が成熟に与える影響	
 
	
 水面に配置した魚（対照群）と水底（水深
3m）に配置した魚（実験群）の脳下垂体中の
LHおよび FSH mRNA発現量に違いは見られ
なかった。生殖腺体指数や卵巣組織像にも水
圧付加による変化がみられなかった。一方、
実験群と対照群の卵巣片を培養して E2 およ
び DHP 分泌量を測定した結果、水圧付加し
た魚の卵巣において DHP 分泌量が有意に高
くなった。 

	
  
脳内神経ペプチドホルモン 
	
 アルギニンバソトシンとイソトシン遺伝
子の脳内発現量は日周変動しており、いずれ
の遺伝子の発現も昼に高く夜に低くなった。
メラトニン投与は脳内アルギニンバソトシ
ン発現量を減少させたことから、メラトニン
がアルギニンバソトシンの日周変動を制御
している可能性があった（図３）。さらにメ
ラトニンはミツボシキュウセンに睡眠様の
行動（遊泳活動の停止と呼吸量の低下）を誘
導した。この効果はアルギニンバソトシンを
同時投与することによって減衰した。以上の
結果から、ミツボシキュウセンの日周活動リ
ズムにはメラトニンとアルギニンバソトシ
ンが関与していることが考えられた。	
 	
 
	
 
まとめ 
	
 ミツボシキュウセンの日周活動で特に重
要なのはメラトニンとアルギニンバソトシ
ンであり、これらのホルモンは拮抗して働き
日周活動を制御している可能性が示された。
ミツボシキュウセンでは夜間の潜砂による
環境光変動からの隔離が安定した睡眠（休
息）を誘導し、この間に受ける潮汐変化（水
圧変化）が潮汐性の毎日産卵活動同期に重要
であることが示唆された。夜間の DA代謝の
変化は光刺激と潮汐刺激の少なくとも二つ
の外部環境要因の影響を受けることが明ら
かになった。 
	
 多くの魚類で DAは生殖腺刺激ホルモン放
出抑制因子として作用することが知られて
いることから、日周性や水圧の付加による
DA 代謝の変化が脳下垂体における生殖腺刺
激ホルモン分泌量が変化し、卵濾胞における
DHP 分泌を促進することによって卵母細胞
の最終成熟能獲得に深く関わっている可能
性があった。 
	
 以上のことからミツボシキュウセンの産卵
に関して以下の様な仮説が提唱できる。 
(1) 夜の前半に満潮が来る場合、静水圧刺激

が日周性刺激に先んじて起こって脳内ド
ーパミン代謝が低下し、脳下垂体からの
LHの分泌を促進する。この場合潮汐性の
産卵が強く現れる。 

(2) 夜の後半では日周性によるメラトニンピ
ーク（夜の12時ころ）が潮汐刺激よりも
先に来るため、メラトニンによる脳内ド
ーパミン代謝が低下し、脳下垂体からの
LHの分泌を促進する。この場合日周性の
産卵が強く表れる。 

(3) 潮汐性の毎日産卵は、定時で繰り返され
る日周性の変動パターンの上に一日約50
分ずつ遅れてくる潮汐性の変動パターン
が上書きされることによって引き起こさ
れる。 

	
 

 
図２．静水圧変化がミツボシキュウセンの脳内ドー

パミン代謝率（DOPAC/DA）に及ぼす影響．水面
（Surface）と底面（Bottom）で昼間もしくは夜間６
時間飼育した魚の脳内ドーパミン代謝率を測定し

た．*は統計的に有意であることを示す． 

 
図３．メラトニン投与がミツボシキュウセン脳内の

アルギニンバソトシン（A）およびイソトシン（B）

発現量に及ぼす効果．メラトニン投与後１及び２時

間での変化を調べた。図中のアルファベットは統計

的な有意差を表す．	
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