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研究成果の概要（和文）：多くの昆虫は光周性を用いて季節に適応しているが、概日時計細胞がどうやって日長
を測り休眠を調節するかについてはわかっていない。本研究では、分子生物学、神経解剖学、生化学的方法によ
りルリキンバエの脳側方部ニューロンの一部が概日時計と神経分泌の二つの機能を持つことが示唆された。ま
た、そのニューロンが分泌する神経ペプチドDh31が、アラタ体の幼若ホルモン合成および分泌を抑制することが
明らかになった。この時計/神経分泌ニューロンが短日条件でアラタ体のJH合成を抑制し、休眠を誘導あるいは
維持する機能を持つのかもしれない。

研究成果の概要（英文）：Many insects use photoperiodism for seasonal adaptation, but it is not known
 how circadian clock cells measure day length and regulate diapause. This study suggests that some 
neurons in the pars lateralis of the brain in the blowfly Protophormia terraenovae have dual 
functions: circadian clock and neurosecretion. The neuropeptide Dh31 secreted by these neurons 
inhibits the synthesis and secretion of juvenile hormone by the corpus allatum. This 
clock/neurosecretory neuron may play a role in induction or maintaining diapause by suppressing JH 
synthesis in the corpus allatum under short-day conditions.

研究分野：神経生物学、時間生物学

キーワード： 光周性　幼若ホルモン　神経ペプチド　ルリキンバエ　概日時計　時計遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物や植物は光周性を用いて季節に対応している。多くの昆虫は過酷な季節の到来を日長から予測し、あらかじ
め生殖や成長を抑制した休眠に入る。日長の判断には24時間を計る体内時計が用いられると考えられている。本
研究では、昆虫の脳に時計と神経ホルモン分泌という二つの機能を持つ神経細胞が存在することが示唆された。
これは、今後、動物が季節を予測し過酷な環境に備えるためのメカニズムの解明につながるという学術的意義を
有する。また、本研究は昆虫の休眠調節にも関連し、様々な環境問題に直面する中、ヒトと昆虫がうまく共存す
る手掛かりを与える広い意味での社会的意義を有している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
（１）中～高緯度に生息する生物は、生存に適した季節に成長し生殖するが、不適な季節にはそ
れらを一時停止した休眠に入る。多くの昆虫は、一日の明るい時間の長さ「日長」あるいは「夜
長」に反応する光周性を用いて季節に適応している。これまでに、日長を測定し、長日と短日を
区別する機構には、概日時計（以下「時計」）遺伝子や時計細胞が関わることが示されてきた①。
しかし、「24時間を刻む時計遺伝子や時計細胞がどうやって日長を測るのか？」という問いに対
する答えはまだない。 
（２）時計の分子機構が良く理解さ
れているアフリカ原産のキイロショ
ウジョウバエや年中繁殖可能なマウ
スには、光周性はほとんど見られな
い。そのため、中緯度から高緯度に生
息し明瞭な光周性を示す種を用いた
分子生理学的な研究が必要となって
いる②③。 
（３）そのような中、亜寒帯地方に生
息するルリキンバエ（Protophormia 
terraenovae）の成虫は、短日を受容
するとアラタ体で合成される幼若ホ
ルモン（JH）の分泌が低下すること
により、卵巣が発達せず生殖休眠に
入ること（図 1上）、休眠には脳の脳
側方部（PL）ニューロンが重要であ
ることがわかっている（図 1下）。し
かし、PLニューロンと時計細胞の関
りは不明である。 
 
２．研究の目的 
（１）「二種類の時計細胞 s-LNv と DN が時刻情報を処理し日長が判断され、短日では時計機
能と神経分泌機能を併せ持つ DNが、卵巣発達に必要な幼若ホルモン（JH）合成を抑制するこ
とにより休眠を誘導する」という作業仮説をたて、これを神経解剖学、分子生物学、電気生理学、
生化学的に検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）神経解剖学および分子生物学 神経ペプチドの抗体を用いた免疫組織化学と単一細胞の
nested-PCR により、脳側方部に存在する時計細胞（DN）とアラタ体側心体へ投射する PLニュー
ロンを分類した。そして、PL ニューロンと DN が同一であるかを調べた。また、アラタ体の免疫
組織化学を行い、神経ペプチドを持つ神経線維の染色強度を調べた。定量性 rt-PCR により、脳、
アラタ体における遺伝子発現量を日長により比較した。in situ hybridization（ISH）により遺
伝子の発現細胞を調べた。 
（２）トランスクリプトーム ルリキンバエ長日脳および短日脳の RNA-Seq データを取得し、日
長により発現が変わる遺伝子を探索した。 
（３）電気生理学 パッチクランプ法により、PL ニューロンから静止膜電位と自発発火頻度を
調べ、短日と長日条件で比較した。 
（４）ゲノム編集 CRISPR/CAS9 法の確立のため、時計遺伝子 period の配列を読み、卵へのイ
ンジェクション法を検討した。 
（５）JHの測定 重水素で標識した JH3 bisepoxide(JHB3、ハエの JH)同位体を内部標準とした
UPLC/MSMS 解析により、アラタ体が単位時間当たりに分泌する JHB3 量を測定した。また、JH 分
泌量に対する神経ペプチドの効果を調べた。 
 
４．研究成果 

（１）PL/DN ニューロンの分子・形態学的解析 キイロショウジョウバエの DN 細胞に発現する
Diuretic hormone31 (Dh31)について in situ hybridization と免疫組織化学を行った結果、ル
リキンバエの 12 箇所の脳領域に Dh31 が発現し、そのうちの 1 か所が PL であった。そして、4
つの PLニューロンが DH31 を発現することが分かった。アラタ体・側心体からのバックフィル染
色により PL ニューロンの細胞体を標識した後、細胞体を個別採取して PCR を行った結果、採取
された細胞の約 80％に、period, timeless, clock, cycle の時計遺伝子の発現が確認された。
また、神経ペプチド dh31,short neuropepited f (snpf)を含めた神経ペプチドの発現が約 70％
の細胞に見られた。このことから、PLニューロンの一部は時計遺伝子を発現する DN であると考
えられた。 

図 1 



（２）脳における日長応答遺伝子と発現細胞の解析 ルリキンバエの羽化後 3，7日の全脳 RNA-
Seq で得られたコンティグを 223,145 個のクラスターに分類し、一日の 4 つの時刻(Zeitgeber 
time: ZT 0, 6, 12, 18; 明期開始 ZT0)で TPM 値を短日、長日条件間で比較した。その結果、合
計 153 個の DEG が検出された。また、アミノ酸代謝経路、ビタミンと補因子の代謝経路、脂質代
謝に関連する遺伝子に発現変動があることが示唆された。qPCR により脳内発現量が 3 日間の短
日条件で有意に上昇する遺伝子を１つ見つけた。一方、全脳の dh31 の発現量には、日長による
有意な差は認められなかった。 

（３）PLニューロンの電気生理学的解析 単一 PLニューロンへの色素注入により、形態学的に
2タイプが区別された。PLa タイプのニューロンには、活動電位の自発発火が認められなかった。
一方、PLｂタイプの約 20％に自発発火が認められた。これらニューロンの細胞膜電位や発火パ
ターンに、日長による有意な差は認められなかった。また、PLa ニューロンのみが Dh31 に対し
免疫陽性を示した。そして、この細胞は背側前大脳に両側性に神経線維を伸ばし、アラタ体内部
に細かく分枝していた。 

（４）KO 個体作出の検討 ノックアウト個体の作製に向け、period 遺伝子のシーケンスを行っ
た結果、7つの exon とそれを挟むイントロン領域の配列を得た。また、PAS ドメイン内の領域を
ターゲットとする 3種類の gRNA を設計した。 

（５）JH 合成抑制分子の探索 JH合成酵素であるjuvenile hormone acid O-methyltransferase 
(jhamt), 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (hmgcr) 遺伝子のアラタ体での発現量
を調べた結果、羽化後 7日には両遺伝子の発現量は短日よりも長日で有意に高かった。また、ア
ラタ体が分泌する JHB3 を定量した結果、羽化後 7 日の JHB3 分泌量は短日よりも長日条件で有
意に高かった。 
羽化後7日のアラタ体において24種類の神経ペプチドの受容体遺伝子の発現を調べたところ、
Dh31, sNPF の受容体である dh31rと snpfrの 2つのみ発現していることが分かった。これより、
アラタ体は PL ニューロンが分泌する Dh31 と sNPF を受容すると考えられた。そこで、長日のア
ラタ体を Dh31 あるいは sNPF と一緒に培養した結果、jhamt 発現量は DH31 により減少したが、
sNPF ではコントロールと変わらなかった。また、JHB3 分泌量は DH31 と sNPF の両方により有意
に抑制され、その効果は DH31 において著しかった。 
次に、長日と短日条件の間でアラタ体に投射する神経線維内の DH31 と sNPF の量を免疫組織
化学的に比較した。その結果、差は見られなかった。 

以上のように、アラタ
体・側心体へ投射する
PL ニューロンの一部に
時計遺伝子が複数発現
していることから、PL
ニューロンの一部が時
計細胞として機能する
ことが示唆された。ま
た、アラタ体内へ投射す
る DH31 ニューロンにも
時計遺伝子の発現が示
唆され、JHB3 の分泌を
強く抑制することから、
このニューロン（図２ DH31-DN-PLa ニューロン）が短日条件でアラタ体の JH 合成を抑制し、
休眠を誘導あるいは維持する機能を持つのかもしれない。これまでに光周性に必要な sLNv が PL
ニューロンへシナプス入力することがわかっている④。これより、s-LNv と DH31-DN-PLa ニュー
ロンのネットワークが光周性における日長測定に関与するのかもしれない。しかしながら、DH31-
DN-PLa ニューロンに日長による違いは検出できなかった。今後、異なる時間帯、日齢において
このニューロンの活動を調べる必要がある。 
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