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研究成果の概要（和文）：動物は日長変化から季節を読み取り、生殖を適切に制御している。約24時間リズムを
刻む脳の概日時計細胞の一部が、日長読み取りの中枢時計（光周時計）を担うと考えられているが、光周時計に
よる生殖の光周性制御機構の詳細は不明瞭であった。
本研究では、生殖に明瞭な光周性を示すホソヘリカメムシを用いた解析を行った。解析の結果、脳の一部の領域
で時計タンパク質PERIOD発現に日長変化が見られることが分かった。また、時計遺伝子period依存的に脳内の神
経伝達物質のグルタミン酸レベルが日長に応じて変化し、このグルタミン酸は産卵促進ニューロンの活動制御を
介して、日長に応じた産卵制御を行っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Animals sense seasonal changes from photoperiods and appropriately control 
their reproduction. Some of the circadian clock cells in the brain are thought to function as the 
photoperiodic clock that measures day length. However, neural mechanisms of photoperiodic 
reproductive control by the photoperiodic clock were unclear.
In this study, I chose the bean bug Riptortus pedestris as an experimental model to analyze the 
neural mechanism underlying photoperiodic control. It was found that the expression of clock protein
 PERIOD in a specific brain region changes according to photoperiodic conditions. Next, I 
demonstrated that brain glutamate levels photoperiodically change depending on the clock gene period
 expression. Additionally, I also revealed that glutamate regulates the activity of 
oviposition-promoting neurons, which contributes to photoperiodic control of oviposition.   

研究分野：神経生理学

キーワード： 光周性　概日時計　神経分泌細胞　電気生理学 　RNA干渉法　生殖

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、季節に伴う日長変化の読み取りには、体内時計（概日時計）が重要な役割を果たしていることが示
唆されていた。しかし、概日時計をもとに日長変化に応じて生殖機能を適切に制御する、脳内神経機構の実体は
不明瞭であった。
季節繁殖昆虫を用いた本研究により、概日時計をもとに日長変化に応じて産卵を適切に制御する脳内神経シグナ
ル機構の一端が明らかになった。本研究で日長情報を伝える神経シグナルとして機能することが示唆されたグル
タミン酸は、昆虫から哺乳類まで幅広い動物種で脳内情報伝達に使われている。そのため、本研究成果は、動物
種全般における概日時計に基づいた生殖の季節性制御機構の解明に繋がることが期待される。

※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) 概日時計と日長・日数依存的な生殖制御 

 多くの動物は適切な季節に繁殖を行うために、季
節を 1 日の日長変化とその日数から読み取り、生殖
機能を制御している。このような日長に対する生理
応答は光周性と呼ばれている。これまでの研究か
ら、約 24 時間の自律的なリズムを刻む概日時計が、
この光周性制御に関与していることが示唆されて
きた(Numata ら, 2015)。 

 脳内には複数の領域に概日時計細胞が存在して
いる。キイロショウジョウバエを中心とした先行研
究より、各時計細胞群はそれぞれ光に対する応答
性・生理的役割が異なることが示唆されている
(Dubowy ら, 2017)。そのため、概日時計細胞の一部
が日長・日数計測の中枢時計：光周時計として働き、
生殖制御を担う神経細胞の日長・日数依存的な調節
に関与していると考えられる。しかし、Q1.脳内の
どの概日時計細胞が光周時計を担い、Q2.生殖制御
細胞をどのように調節することで、日長・日数依存的
な生殖機能制御を行っているかについて、その詳細
な神経機構は未だ不明である（図 1）。 

 

(2) 昆虫の脳内の概日時計細胞と生殖制御細胞 

光周時計を担う脳内の時計細胞は、外環境から入力された光情報を受容し、何らかの日長・日
数に応じた応答を示すと考えられる。昆虫において、時計細胞へ入力する複眼等からの光情報は
脳視葉基部の副視髄(accessory medulla, aMe) に集約される。ホソヘリカメムシにおいて、この
aMe が含まれる脳視葉基部の局所除去により、生殖腺発
達の光周性が消失することが報告されている(Ikeno ら, 

2014)。また、ルリキンバエの一部の時計細胞群におい
て、概日時計タンパク質の日内発現変動が日長条件に応
じて変化が見られることが報告されている（Muguruma

ら, 2010）。これらの知見より、Q1 について、時計細胞
群の中で、光情報が集約され光周性に重要な aMe から神
経入力を受け、概日時計タンパク質の発現に日長応答性
を示す時計細胞が光周時計であると想定した。  

ホソヘリカメムシでは、短日下の生殖抑制に脳側方部
(pars lateralis, PL)が、長日下での産卵促進に脳間部
（pars intercerebralis, PI）が重要であることが報告さ
れていた (Shimokawa ら, 2008; 2014)。この PL と PI

には神経分泌細胞が局在し、内分泌器官のアラタ体へと
神経出力することで、生殖を含めた生理機能の調節を行
っている。これまでに申請者は、カメムシ 2 種で PI 細
胞は、出力分子の放出に重要な神経活動を日長条件に応
じて変化させることを明らかにした(Hasebe and Shiga, 

2021a; 2021b)。そこで Q2 について、光周時計は何らか
の神経シグナルを介して PI・PL 細胞の神経活動を日
長・日数に応じて調節することで、日長・日数依存的
な生殖制御を行うと想定した（図 2）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、生殖機能に明瞭な光周性を示すホソヘリカメムシを用いて、①日長応答を示し光
周時計を担うと考えられる脳内の時計細胞群の探索、②生殖制御細胞の活動を光周期に応じて
制御する神経シグナル機構の解析を行うことで、光周時計による日長条件に応じた生殖の脳内
神経制御機構の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

【脳内の時計遺伝子/タンパク質発現の日長応答とその分子制御機構の解析】 

(1) 脳内の時計遺伝子 mRNA 発現の日長応答性の解析 

実験には、羽化前は短日条件(12h 明期(L)：12h 暗期(D)、25℃)、羽化後は短日もしくは長日
条件(16L:8D、25℃)で飼育したホソヘリカメムシのメス成虫を用いた。各飼育条件のメス成虫

図 1 概日時計に基づいた日長・日数 

依存的な生殖制御機構の実体は不明 

図 2 光周時計による生殖制御の仮説 



全脳から mRNA を抽出・逆転写し、定量的 PCR により時計遺伝子の mRNA 発現を解析した。 

(2) 脳内の各領域の時計タンパク質 PERIOD 発現の日長応答解析 

 短日もしくは長日条件で飼育したメス成虫の全脳を固定液で固定後、ホソヘリカメムシの時
計タンパク質 PERIOD（PER）に対する抗体(Koide et al., 2021)を用いて、免疫組織化学法によ
り脳内の PER 免疫陽性シグナルの標識を行い、各日長条件間でシグナル強度を比較した。 

(3) 時計遺伝子/タンパク質の発現を日長に応じて制御する分子機構の探索 

 短日・長日飼育メス成虫から抽出した全脳 mRNA を用いて、定量的 PCR 法によって他種で
時計タンパク質制御への関与が示唆されていた制御因子群の発現を日長間で比較した。 

 また、日長間で発現変動が見られた制御因子について、標的遺伝子に対する 2 本鎖 RNA を抽
入することで RNA 干渉による遺伝子ノックダウンを行い、生殖腺発達の日長応答への影響を解
析した。ネガティブコントロール群では、非ホソヘリカメムシ遺伝子 b-lactamase(bla)に対する
2 本鎖 RNA を抽入した。 

 

【概日時計に基づいた日長情報を PI の生殖制御細胞に伝える神経シグナルの解析】 

(4) 各日長条件で飼育された個体の全脳細胞外グルタミン酸濃度の測定 

 実験には、短日条件もしくは長日条件で飼育したホソヘリカメムシのメス成虫を用いた。各日
長条件での飼育個体の全脳を摘出し、培養液中において 30℃で 24 時間培養した後に、培養液中
へと放出されたグルタミン酸をグルタミン酸測定キットを用いて測定した。 

 また、脳細胞外グルタミン酸濃度の日長変化への概日時計の関与を調べるために、2 本鎖 RNA

注入-RNA 干渉による時計遺伝子 period (per)の遺伝子ノックダウンの影響を解析した。 

(5) 脳グルタミン酸レベルの人工的な操作による生殖の光周性への影響解析 

 生殖の光周性へのグルタミン酸の関与を調べるために、グルタミン酸代謝酵素の遺伝子ノッ
クダウンを行い、脳グルタミン酸レベルを人工的に操作した。方法として、グルタミン酸代謝酵
素のグルタミン酸オキサロ酢酸トランスアミナーゼ（GOT）とグルタミン合成酵素（GS）を標
的に、RNA 干渉法による遺伝子ノックダウンを行った際の生殖の光周性への影響を解析した。 

(6) 大型 PI 細胞の産卵制御への関与についての解析 

単一細胞回収した大型 PI 細胞の RNA を逆転写して得た cDNA を用いて、Single cell PCR 法
により PI 細胞に発現する神経ペプチドを探索した。また、発現が確認された神経ペプチドを
RNA 干渉により遺伝子ノックダウンし、産卵への影響を解析した。 

(7) グルタミン酸による日長依存的な PI 細胞の神経活動制御の電気生理学的な解析 

 メス成虫の全脳 in vitro 標本を用いて、PI 領域に局在する大型神経細胞から Patch clamp 法
により神経活動記録を行った。グルタミン酸による大型 PI 細胞の神経活動制御を解析するため
に、灌流装置を用いて L-グルタミン酸を全脳標本に投与し、神経活動への影響を解析した。ま
た、グルタミン酸合成酵素 GOT, GS の遺伝子ノックダウン個体を用いて、PI 神経活動への影響
を解析した。 

(8) PI 細胞に発現するグルタミン酸受容体の同定と遺伝子ノックダウン解析 

 Single cell PCR 法により PI 細胞に発現するグルタミン酸受容体の発現を確認した。また、発
現が確認された受容体を RNA 干渉により遺伝子ノックダウンし、生殖腺発達・産卵や PI 細胞
の神経活動で見られる日長応答への影響を解析した。 

 

【休眠誘導に関与する PL 細胞の遺伝子プロファイルの解析と神経活動記録系の確立】 

(9) 背側 PL 細胞の遺伝子プロファイル解析 

 背側 PL 領域に局在する大型 PL 細胞を単一細胞回収し、逆転写して得た cDNA を用いて
Single cell PCR 法により神経伝達物質や時計遺伝子の発現を解析した。 

(10)  背側 PL 細胞の神経活動の記録実験系の確立 

メス成虫の全脳 in vitro 標本を用いて、背側 PL 領域の大型神経細胞から Patch clamp 法に
より安定した神経活動記録を行える実験系の確立に取り組んだ。 

 
４．研究成果 
【脳内の時計遺伝子/タンパク質発現の日長応答とその分子制御機構の解析】 

(1) 脳内の時計遺伝子 mRNA 発現の日長応答 

 全脳で発現する時計遺伝子の発現を、短日もしくは長日条件で飼育したホソヘリカメムシの
メス成虫で比較した。その結果、概日時計の分子機構のコアループを形成する複数の時計遺伝子
の中で、一部の時計遺伝子でのみ mRNA 発現が日長に応じて変化することが分かった。 
 
(2) 脳内の各領域の時計タンパク質 PER 発現の日長応答 

 ホソヘリカメムシの脳内では、複数の領域に PER 免疫陽性細胞が局在することが報告されて
いた(Koide et al., 2021)。その中で、安定して PER 免疫陽性シグナルが標識される 3 つの細胞
群に関して、PER 免疫陽性シグナルを短日・長日間で比較した。その結果、脳領域 a において
のみ、PER 免疫陽性シグナルの日内発現が日長条件に応じて変化していることが分かった。 

 

(3) 時計遺伝子/タンパク質の発現を日長に応じて制御する分子機構の探索 

 脳内の時計遺伝子/タンパク質の発現に日長変化が見られたため、続いて日長に応じて時計時



計遺伝子/タンパク質の発現を制御する分子機構の探索を行った。定量的 PCR 法による解析の結
果、他種で時計タンパク質制御に関与することが示唆されていた遺伝子 x, y, z について、全脳
レベルで mRNA 発現量が日長に応じて変化することが分かった。 

 そこで、これらの遺伝子を RNA 干渉法により遺伝子ノックダウンしたところ、遺伝子 x のノ
ックダウン個体で生殖腺発達の光周性が減衰した。そのため、遺伝子 x が時計タンパク質の制御
を介して、生殖の光周性に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。一方で、遺伝子 y, z

の遺伝子ノックダウン個体では日長条件によらず死亡率が高く、遺伝子 y, z は個体の生育自体
に必須な遺伝子であり、ノックダウン法によっては光周性への関与は検証できなかった。 

 

【概日時計に基づいた日長情報を PI の生殖制御細胞に伝える神経シグナルの解析】 

(4) 各日長条件で飼育された個体の全脳の細胞外グルタミン酸濃度の測定 

 概日時計に基づいて測定された日長情報は、何らか

の神経シグナルを介して生殖制御細胞へと伝えられ、

生殖の光周性制御が行われていると考えられる。今回、

昆虫から哺乳類まで広く中枢神経系の情報伝達に使わ

れているグルタミン酸に注目し、解析を行った。 

 まず全脳培養実験により、脳神経細胞から放出され

るグルタミン酸量を各日長飼育個体で測定した（図

3A）。その結果、卵巣発達が抑制されている短日飼育メ

スの方が長日飼育メスよりも、脳細胞外グルタミン酸

濃度が高いことが分かった（図 3B, C）。 

 続いて、この脳グルタミン酸レベルの日長変化が、概

日時計依存的によるものかどうかを、時計遺伝子 per の

遺伝子ノックダウンにより検証した。per 遺伝子ノック

ダウン個体では、短日条件でも卵巣が発達し、卵巣発達

の光周性が消失した（図 3D）。更に、脳細胞外グルタミ

ン酸濃度についても、per ノックダウン群では日長変化

が減衰していた(図 3E)。以上の結果から、脳の細胞外

グルタミン酸レベルが時計遺伝子 per 依存的に、日長

条件に応じて変化することが分かった。 

 

(5) グルタミン酸レベルの人工操作による光周性への影響 

 続いて、グルタミン酸代謝酵素の GOT と GS の遺伝子
ノックダウンによりグルタミン酸レベルを人為的に操作
し、グルタミン酸が生殖の光周性に関与しているのかを検証した。グルタミン酸合成酵素である
got ノックダウン個体では、脳細胞外グルタミン酸濃度が長日・短日下どちらでも低く、日長変
化が消失した。一方で、グルタミン酸からグルタミンを合成する gs ノックダウン個体では、脳
グルタミン酸濃度が長日・短日下どちらでも高く、こちらも日長変化が消失した。 

 続いて卵巣発達への影響を解析した所、got ノックダウン個体では短日条件でも卵巣が発達す
るようになり、逆に gs ノックダウン個体では長日下での卵巣発達が抑制され、どちらも光周性
が減衰することが分かった。これらの結果から、グルタミン酸レベルの日長変化は生殖の光周性
制御に寄与していることが示唆された。 

 

(6) 大型 PI 細胞の産卵制御への関与 

 グルタミン酸シグナルを受容する生殖制御細胞として、産卵促進に寄与する脳領域 PI に局在
する大型神経細胞に注目した。研究代表者は、この大型 PI 細胞が日長条件に応じて神経活動を
変化させることを明らかにしていた(Hasebe and Shiga, 2021a)。そこで、日長応答を示す大型
PI 細胞が産卵制御に寄与しているかを、Single cell PCR と RNA 干渉による遺伝子ノックダウ
ンにより検証した。その結果、大型 PI 細胞はインスリン様ペプチドと Diuretic hormone 44 を
発現し、これらの神経ペプチドは長日下で産卵を促進する作用を持つことが明らかになった。 

 

(7) グルタミン酸による日長依存的な PI 細胞の神経活動制御 

 産卵促進に寄与することが分かった大型 PI 細胞への、グルタミン酸シグナル入力について電
気生理学的に解析した。灌流投与実験より、L-グルタミン酸は PI 細胞の神経活動を強力に抑制
することが分かった。続いて、グルタミン酸代謝酵素の遺伝子ノックダウンによる影響を解析し
た所、got, gs ノックダウン個体では PI 細胞の神経活動の日長応答が消失することが分かった。 

 

(8) PI 細胞に発現するグルタミン酸受容体の同定と遺伝子ノックダウン解析 

グルタミン酸は PI 細胞の神経活動を抑制する作用を持つことが分かった。抑制性のグルタミ
ン酸受容体として、グルタミン酸作動性塩化物イオンチャネル（GluCl）が知られていたため、
GluCl の PI 細胞における発現を Single cell PCR により検証した。その結果、90%の PI 細胞で

図 3 各日長条件における卵巣発達と脳細胞外 

グルタミン酸濃度(Hasebe and Shiga, 2022 改変) 



glucl の発現が確認された(図 4A)。続いて、GluCl

の光周性制御への寄与を遺伝子ノックダウンに
より検証した所、glucl ノックダウン個体では卵
巣発達(図 4B)と PI 細胞の神経活動(図 4C)の日長
応答が消失することが分かった。 

 
【休眠誘導に関与する PL 細胞の解析】 

(9) 背側 PL 細胞の遺伝子プロファイル解析 

 産卵促進に寄与する PI 領域に続いて、生殖休
眠誘導に寄与する PL 領域の大型神経細胞につい
て、遺伝子プロファイルを Single cell PCR 法に
より解析した。その結果、背側 PL 細胞は sNPF

やコラゾニンといった神経ペプチドを発現して
いることが分かった。一方、複数ある時計遺伝子
群を一通り発現する背側 PL細胞は無く、背側 PL

細胞は時計細胞ではないことが示唆された。 

 

(10)  背側 PL 細胞の神経活動記録系の確立 

PI 細胞での神経活動記録の方法を応用し、Patch clamp 法を用いて、背側 PL 領域の大型神
経細胞から長時間安定した神経活動を記録することができる実験系の確立に成功した。 

 
【研究成果のまとめと今後の展望】 

 本研究により、脳内の概日時計細胞の一部が日長変化に対する応答性を示し、光周性制御に重

要となる光周時計として機能している可能性が示唆された。また、グルタミン酸が概日時計に基

づいた日長情報を伝える神経シグナルとして働き、産卵促進 PI 細胞の活動性を日長に応じて制

御することで、産卵の光周性制御を行っていることを明らかにし、国際科学雑誌 PNAS と PLOS 

Biology で論文発表を行った(Hasebe and Shiga, 2021a;2022)。更に、休眠誘導に関わる PL 細胞群

の遺伝子プロファイルの一部も明らかにした。これらの研究成果は、ブラックボックスになって

いる、脳内の概日時計に基づいた生殖の光周性制御機構の解明に大きく貢献するものである。 

 今後、光周性への関与が示唆された時計タンパク質の制御遺伝子や、解析手法を確立した PL

細胞に着目した研究を進め、光周時計による生殖の光周性制御機構の全貌を明らかにしたい。 
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