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研究成果の概要（和文）：不完全変態昆虫の光同調機構を明らかにするため、コオロギ複眼で発現するオプシン類の光
同調における機能を解析し、以下の結果を得た。複眼には紫外光、青色光、緑色光をそれぞれ受容するオプシン類、op
sin-UV, opsin-Blue, opsin-LWが特定の部域で発現する。これらのうち、光同調に関与するのはopsin-LWであり、その
RNAiによる発現抑制で光同調が強く阻害された。複眼ではクリプトクロムも発現するが、これらは光同調には関与しな
い。光によるリセットは、転写レベルで調節され、特に時計遺伝子Clockとcycleがそれぞれ位相後退と前進時に重要な
役割を担うことを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the mechanism for photic entrainment of the circadian clock 
using crickets that have the circadian photoreceptor in the compound eye. Molecular cloning and in situ 
hybridization revealed that three opsins, i.e., opsin-UV, opsin-Blue and opsin-LW, are expressed at 
specific regions of the compound eye. A daily mRNA expression rhythm was detected in opsin-Blue and 
opsin-LW. Behavioral assay revealed that opsin-LW plays an important role in the photic entrainment 
because its RNAi substantially disrupted the synchronization of the locomotor rhythm to light cycles as 
well as light-evoked phase shifts of the rhythm. Cryptochromes are also expressed in the compound eye but 
have no clear role in the photic entrainment. Results of molecular analysis showed that the light 
resetting of the clock is regulated at the transcriptional level and Clock and cycle may play a role in a 
phase delay and an advance shift, respectively.

研究分野： 時間生物学

キーワード： 概日リズム　光同調　複眼　視物質　遺伝子　RNA干渉
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１． 研究開始当初の背景 
概日リズムは動物の生理機能を昼夜のサ

イクルに調和させ、動物体内の時間的秩序の
構築に必須の役割を担う。背後にある概日時
計の振動機構は基本的には、period (per)、
timeless (tim)の周期的発現が根幹を成す。これ
らの遺伝子は、転写因子 CLOCK（CLK）と
CYCLE(CYC)のへテロ二量体によりその転
写が明期の終わりから夜の始めにかけて活
性化される。産物タンパク質は夜間に増加し、
複合体を形成して核に入り、CLK-CYC に抑
制をかけることで約 24 時間の振動が生ずる
と考えられている。しかし、コオロギやシミ
では、tim の代わりにハエには無い哺乳類型
の cryptochrome(cry2)がリズム形成に関わる
こと、転写活性化領域が CLK ではなく CYC
にある点などがハエと異なりむしろ哺乳類
に類似している。 
概日時計が昼夜サイクルへ同調するため

の主要な同調因子は光であるが、この光同調
系はハエと不完全変態昆虫では異なってい
る。ハエでは脳内時計細胞で発現する光受容
分子クリプトクロム（CRY）が主要な受容分
子であり、光依存的な tim タンパク質の分解
が光同調の主たる機構と考えられている。一
方、コオロギを始めとする不完全変態昆虫で
は、視神経の切断で活動リズムの光同調が完
全に阻害されることから、明らかに複眼が唯
一の光受容器である。従って、オプシン類が
唯一の時計の光受容分子であると考えられ
るが、光同調の分子レベルでの解析はまった
く行われてこなかった。そこで、本研究では
コオロギやシミで、有効な RNA 干渉を利用
して、オプシン系による光同調機構を解析す
ること、ならびに最も原始的な昆虫の 1 種で
あるシミを用いて CRY とオプシンの光同調
系への関与を検討することで、主として CRY
を利用する昆虫と主としてオプシンを利用
する昆虫の起源を探索することを着想する
に到った。 
 
２． 研究の目的 
上記の背景を下に、本研究ではコオロギ類

を用いて、①オプシン系による概日時計の光
リセット機構を明らかにすること、②概日時
計の同調に関わるオプシン類の機能分化を
明らかにすること、また③最も原始的な昆虫
の一種シミの光同調系が CRY とオプシンの
どちらを主として用いるかを解明すること
により、昆虫の概日時計の光同調機構とその
多様化の理解を深めることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 コオロギとシミを材料とし、直翅目コオロ
ギと無翅目シミを用いて、オプシン遺伝子類
cDNA 全長をクローニングにより取得した。
既に断片が得られているコオロギでは、in 
situ hybridization と real-time PCR により、こ
れらの遺伝子の発現部位と発現の日周経過
を明らかにした上で、2 本鎖 RNA 投与による

各オプシン遺伝子の RNA 干渉(RNAi)の効果
を mRNA レベルで検討した。次いで各オプシ
ンRNAi個体のERGを指標として各オプシン
分子の波長特性を明らかにした。各オプシン
遺伝子 RNAi 個体の活動リズムの明暗周期へ
の同調性を解析し、行動レベルで各オプシン
の光同調機構における役割を検討した。続い
て、光パルスによる時計遺伝子転写誘導の時
刻依存性を解析し、それへのオプシン遺伝子
RNAi による発現抑制の影響を解析し、各オ
プシンの時計同調機構での役割を分子レベ
ルで解析した。シミで、同様の方法でオプシ
ン系と CRY の光同調への役割を検討した。 
 
４． 研究成果 
（１） フタホシオロギのオプシン類とその

概日時計光同調における機能 
① 複眼で発現するオプシン類 

 本研究ではまず、複眼で発現するオプシン
類の同定から着手した。幼虫頭部より抽出し
た RNA を用いて、RT-PCR により 3 種のオプ
シン遺伝子 cDNA 断片を得た。それぞれにつ
いて 5’RACE, 3’RACE を行い、ほぼ全長
cDNA を得た。ホモロジー検索によりそれら
を opsin-UV (opUV), opsin-Blue (opB), 
opsin-Long Wavelength (opLW)と同定した。そ
れぞれの cDNA は 377aa, 279aa, 377aa からな
る 7 回膜貫通型のオプシンタンパク質をコー
ドすることが明らかとなった。 

② オプシン遺伝子の発現領域 
 各オプシン遺伝子の dig ラベルした cRNA
を作成し、これをプローブとして in situ 
hybridization を行い、複眼内での各オプシン
類の発現領域を検討した。その結果、opLW
は複眼背縁部を除く領域で強く発現する、
opUV は複眼腹側部の一部を除き、複眼背縁
部も含めて各個眼の基部に位置するごく少
数の視細胞で発現する、opB は複眼背縁部に
強く発現するほか、腹側部の opUV を欠く個
眼で opUV と置換して発現することなどが明
らかとなった。 

③ RNA 干渉の有効性の検討 
 各オプシン遺伝子の 2 本鎖 RNA を作成し、
コオロギ成虫複眼へ投与することで、投与し
た遺伝子 mRNA の発現レベルを検討した。そ
の結果、各遺伝子 2 本鎖 RNA はその遺伝子
特異的に mRNA 発現を強く抑制することが
分かった。 

④ オプシン類の受容波長の推定 
 ERG の振幅を指標として、各オプシンタン
パク質の応答する波長を検討した。正常個体
では、400nm 以下の UV 領域、480-500nm 付
近の青色光、および 540nm 付近の緑色光領域
にピークを持つことが分かったが、この ERG
の波長特性は、オプシン遺伝子の発現に依存
し、複眼の部位により異なっていた。 
 各オプシン遺伝子 2 本鎖 RNA 処理を行っ
たところ、opLW RNAi では長波長側（540nm
付近）の ERG ピークが、opB RNAi では 480
－500 nm のピークが、また opUV RNAi では



400nmより短波長側のピークが減少すること
がわかった。これらの結果から、opLW が緑
色光を、opB は青色光を、opUVは紫外光を主
として受容することが明らかとなった。 

⑤ 光同調における機能の解析 
光同調における各オプシンの機能を探る

ため、各オプシン遺伝子 2 本鎖 RNA を投与
した個体の、活動リズムの明暗周期への同調
を解析した。あらかじめ明暗周期に同調させ
たうえで、明暗周期を 6 時間前進あるいは後
退させ、その後の活動リズムの再同調過程を
解析した。詳細な解析の結果、opLW RNAi
では完全に同調が阻害される個体が生じ、同
調した場合でも同調過程は緩やかで、対照グ
ループよりも有意に長い移行期を示した。一
方、opUV, opB の RNAi では、後退時には対
照群とほぼ同様の同調過程を示したが、前進
時にはやや速く同調することが分かった。従
って、光同調に主要な役割を演ずるのは
opLW であること、opUV、opB はやや阻害的
な効果を持つ可能性が示唆された。 
恒暗条件下で自由継続している状態で光

パルスを照射すると、主観的夜前半では時計
の位相後退が、主観的夜後半では位相前進が
惹起される。この光惹起の位相変位は opLW 
RNAi で阻害されることが示された。この事
実も、opLW が概日時計の光同調のための主
要な光受容分子をコードすることを示唆し
ている。 
この仮説は、2 重 RNAi の結果によっても

示唆された。すなわち、opLW と opUV, opB
を組み合わせて処理すると、光同調が阻害さ
れる傾向にあったが、opUV と opB の 2 重
RNAi ではほぼ完全に対照群と同じ時間経過
で光同調することが分かった。 

⑥ クリプトクロム遺伝子の光同調への
関与の検討 

 ハエで重要な役割を演ずるクリプトクロ
ムについても、機能を検討した。クローニン
グにより cDNA 断片を得た。まず、複眼での
発現を PCR により調べたところ、cry 遺伝子
は複眼でも発現することが分かった。次いで
作成した 2 本鎖 RNA をコオロギ腹部に投与
し、その活動リズムの光同調性を検討した。
コオロギには光受容型の cry1 と非光受容型
（哺乳類型）の cry2 の 2 種の cry がある。い
ずれの RNAi でも光同調はほぼ正常個体と同
様であった。従って、cry が時計の光同調に
関わる可能性は極めて低いと考えられた。 
 
（２） 時計の光同調の分子機構 

① オプシン遺伝子の日周発現 
定量的 PCRにより opUV, opB, opLWの複眼

内での日周発現レベルを検討した。opUV に
は有意な周期性は観察されなかったが、opB
と opLWは共に暗期の中ほどに低下し、暗期
後半にピークとなる日周リズムをもつこと
が分かった。 

② 時計分子機構の解析 
時計のリセット機構を探るためには、時計

振動機構を解明する必要がある。そこで、未
解明の時計遺伝子Clkと cycの解析を進めた。
これらの発現リズムを解析し、Clk には周期
性が無く cyc に周期性があることが明らかと
なった。Clk の RNAi では活動リズムは完全
に消失するが、cyc のノックダウンでは周期
が延長するが無周期とはならないこと、また
この時 Clk も周期的発現を示すことなどを明
らかにした。この他、cyc の発現制御に関係
する E75,HR3 の cDNA 断片、Clkの発現制御
に関連する vrille（vri）と Pdp1 の cDNA 断片
を取得し、その RNAi の効果を予備的に検討
した。 E75、HR3 の RNAi では、活動リズム
への顕著な影響は見られなかったが、cyc を
はじめとする既知の時計遺伝子の発現レベ
ルや発現リズムの位相に変化が生じた。vri 
RNAi 個体では、Clkの発現が暗期に明瞭なピ
ークを示すようになり、cyc の発現レベルが
増加するとともに、per, tim の mRNA 発現リ
ズムの振幅が増強する効果が見られた。 

③ 光照射の時計遺伝子発現への影響 
光リセットの機構を暗黒下で自由継続さ

せたコオロギ１齢および３齢幼虫に主観的
夜の前半と後半に一度だけ光照射を行い、per, 
tim, Clk, cry2 などの時計関連遺伝子の光によ
る発現量変化の時刻依存性を qPCR により解
析した。主観的夜の前半および後半での光照
射により、per, tim, cry2 の発現リズムがそれ
ぞれ後退、前進するが、変位の時間経過は遺
伝子により異なることがわかった。 

④ 光照射時の時計遺伝子発現 
光パルス照射後、1 時間間隔で各種時計遺

伝子について時計組織視葉内での mRNA 発
現量の変化を、定量的リアルタイム PCR によ
り詳細に検討したところ、主観的夜前半の光
パルス照射後には Clk の転写が上昇し、その
後 per, tim の上昇が生ずることが分かった。
この時、Clk に先行して Clk の転写活性化を
担う Pdp1が上昇することも明らかとなった。
一方、主観的夜の後半では、cyc の急激な低
下が生ずることが分かった。従って、リセッ
ト時の光応答には Clk および cyc が重要な役
割を演ずることが示唆された。 

⑤ オプシン RNAi の時計遺伝子光応答
への影響 

光同調に主要な役割を演ずる opLW を
RNAi によりノックダウンした場合、上述の
Clk, cyc の応答は抑制され、光照射群と暗黒
に置かれた対照群に有意差は見られなかっ
た。これらの結果から、光による時計の同調
の初期反応に Clk, cyc の転写レベルでの制御
が関与すること、また、これらの光応答には
opLWが関与することが示唆された。 

 
（３） タンボコオロギでのオプシン類の役

割 
① 複眼オプシン類 

タンボコオロギの頭部から得た RNA 用い
て、オプシン遺伝子をクローニングにより 3
種取得した。それらは、フタホシコオロギと



同様に opUV, opB, opLW であった。In situ 
hybridization による発現部位の解析結果も、
ほぼ同様に opLWが複眼背縁部を除くほぼ全
域で、opUV が腹側部の一部を除く全域で、
opB が背縁部に強く発現し、腹側部で opUV
と置換して発現していた。従ってこの発現パ
ターンはコオロギ類に共通していると考え
られた。 

② RNAi による光同調機構の解析 
opUV, opB, opLWをそれぞれ RNAi により

発現抑制した個体での、概日活動リズムの光
同調を検討したところ、opB RNAi では同調
時の位相が約 3 時間前進するが、明暗周期の
位相前進・後退に伴う同調過程そのものはほ
ぼ正常であること、opUV RNAi では前進時の
同調が促進されること、opLW では前進後退
ともにやや阻害されることが分かった。これ
らの結果は、概ねフタホシコオロギの結果と
類似していた。 

③ 暗期後半での光パルスの時計遺伝子
発現への影響 

タンボコオロギ長日反応の光誘導相に誘
導効果の高い緑色光または青色光パルス照
射後に、頭部から抽出した mRNA を用いて、
時計遺伝子の発現レベル、発現リズムの位相
を検討したところ、per の発現レベルが暗期
に上昇しやや位相が前進すること、tim は暗
期後半の発現量が増加し位相がやや後退す
ることが分かった。これらの結果から、オプ
シンによる位相設定が時計遺伝子により異
なる可能性が示唆された。 
 
（４） シミの時計と光同調機構 

① シミ時計振動機構 
 シミの時計機構でも timに加えて cyc が周期
的に発現する。この機構に関わる転写制御機
構を解析し、HR3 と E75 がそれぞれ転写促進
と位相制御に関与することを新たに明らか
にした。この過程で HR3 の RNAi により Clk
が周期的発現を開始することが明らかとな
った。この事実は、シミの時計機構にはコオ
ロギ同様に、哺乳類型の cyc が振動する系と
ショウジョウバエ型の Clk が振動する系の両
方が含まれることを示唆している。 
 HR3, E75 の RNAi では、いずれの場合にも
明暗周期下での活動が不明瞭となること、ま
た時計振動に関わる tim, cyc の mRNA 発現リ
ズムの位相が明暗周期下で変位することな
どから、これらの遺伝子、あるいは cyc が明
暗周期への同調に関与する可能性が示唆さ
れた。 

② シミ オプシンとクリプトクロム 
シミのオプシン遺伝子とクリプトクロム

遺伝子をデジェネレート PCR によりクロー
ニングを何度も試みたが、得られたオプシン
は opLW、クリプトクロムは cry2 のみであっ
た。opLW の RNAi では活動リズムの光同調
は全く阻害されなかった。従って、他のオプ
シンまたは cry1 が関与する可能性があるが、
これ以上の検討は今後の研究を待たねばな

らない。 
 

（５） 昆虫体内時計の光同調機構の考察 
 これまで昆虫体内時計の光同調機構につ
いては、ハエのクリプトクロムの光依存的
TIM タンパク質の分解を中心に解析が進め
られてきた。本研究では外部光受容系により
同調する不完全変態昆虫、コオロギで、解析
を進め、複眼で発現するオプシンの中でも特
に緑色光を受容する opLWが同調に主要な役
割を演ずることを明らかにした。光照射後の
mRNA レベルの解析では、位相後退時には
Clk の転写の活性化が、位相前進時には cyc
の転写抑制が関与していることが示唆され
た。 
 光受容系の系統進化に関しては、シミを用
いた解析を進めた。Cry1 のホモログを得るこ
とはできなかったため、cry1 を持つ可能性を
排除できないが、現時点では外部光受容を利
用している可能性が高い。opLW の RNAi で
は活動リズムの光同調に影響がなかったこ
とから、別のオプシンが関与する可能性があ
る。この点で、昆虫により利用するオプシン
に違いがある可能性がある。一方、シミでは
cyc の転写に関与する HR3, E75 で光同調が阻
害されること、分子振動の位相変位が生ずる
ことから、分子レベルの同調機構ではコオロ
ギと共通する機構を含む可能性が高い。 
 今後は、光受容系から、神経路を介した情
報伝達、さらに時計細胞の振動リセット系に
至る経路を解明することが課題である。 
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