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研究成果の概要（和文）：多くの動物で、活動や睡眠・覚醒などの概日行動リズムを制御する中枢機構は、脳に
存在することが知られている。しかし、概日時計の研究が最も進んでいる動物キイロショウジョウバエにおいて
も、脳内時計細胞の神経ネットワークの全容は明らかになっていない。本研究では、環境の変化によって概日時
計を構成する神経細胞群の役割を明らかにすることができ、さらに新規の概日時計出力因子CCHamide1神経ペプ
チドを同定することができた。また、時計細胞群の神経突起の同定とその機能的な接続においても成果を挙げる
ことができた。

研究成果の概要（英文）：Many animals possess the central circadian clock system in brain, which 
controls activity rhythms. However, their detailed neuronal circuits are still not well understood 
even in the most advanced model animal, fruit fly, Drosophila melanogaster. In this study, we 
identified circadian clock neurons that are responsive to environmental changes and a new 
neurotransmitter CCHamide1 involved in the circadian network. Furthermore, we could contribute to 
understand the morphological and physiological connections among circadian clock neurons. 

研究分野：時間生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
概日時計はヒトを含む多くの動物が持つ生物時計機構である。哺乳類などの非常に高度な脳を持つ動物では、概
日時計の神経回路の全容を明らかにすることは非常に困難であるが、細胞数が比較的少ないキイロショウジョウ
バエを用いることで、概日時計を構成する神経回路の形態と機能的役割の一端を明らかにすることができた。哺
乳類で報告されている概日時計の神経回路との相似性も見出すことができており、昆虫と哺乳類という進化的に
離れている種においても、保存されている神経機構があることが考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 動物では行動リズムを制御する概日中枢時計は、脳内（もしくは眼）に存在することが明
らかになっている。モデル生物であるマウスやラット、キイロショウジョウバエでは脳内概日
時計の中枢細胞（時計細胞）がすでに同定されている。しかし、これらモデル生物においても、
時計細胞からの出力系や時計細胞同士の相互作用は不明な点が多い。 
 
(2) キイロショウジョウバエは約 150 個の脳内神経細胞が時計遺伝子を発現し、分子レベルの
概日リズム（遺伝子発現やタンパク質量の振動）をつくっている。この 150 個のすべてが行動
リズムに重要な働きを担っているのかは不明な点もあるが、それぞれの時計細胞は役割が異な
ることが我々の過去の研究を含む先行研究より示唆されている。 
 
２．研究の目的 
キイロショウジョウバエの概日時計を構成する神経細胞は約 150 個と少数である。マウスの
中枢概日時計である視交叉上核では約 1万個以上の神経細胞があることから、ショウジョウバ
エの時計細胞の数が非常に少ないことが分かる。しかし、そのショウジョウバエの時計細胞群
でさえ、非常に複雑な回路を形成しており、その神経回路の総合理解にはまだ時間が掛かるこ
とが予想される。本研究では、キイロショウジョウバエの遺伝学を駆使し、すでに同定されて
いる概日時計に関わる神経ペプチドを遺伝子発現抑制、過剰発現、異所発現により修飾し、そ
のショウジョウバエの概日リズム（脳内の分子リズムと行動のリズム）を解析する。これによ
り、それぞれの神経ペプチドの機能解析、または複数のペプチドの相互作用の解明を足掛かり
に、概日時計の神経ネットワークがどのように形成されているのか、また時計細胞ネットワー
クの役割を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) ショウジョウバエ系統 
 キイロショウジョウバエでは、RNAi 系統、突然変異体などがストックセンターより供給され
ている。本研究で使用した系統の多くは、アメリカ・インディアナ大学 Bloomington Drosophila 
stock center、オーストリア Vienna Drosophila Resource Center、京都ショウジョウバエス
トックセンターからのショウジョウバエ系統を利用した。これらのショウジョウバエ系統は、
必須栄養素を含む寒天培地を入れた密封したプラスティックビンの中で飼育した。さらにショ
ウジョウバエ系統の飼育条件の管理と逃亡を防ぐために、それらの飼育プラスティックビンは、
インキュベータ内に設置している。 
 
（2）過剰発現系統の作製 
 本研究で同定した新規の概日時計出力因子 CCHamide1 の過剰発現系統は、CCHamide1 の cNDA
を PCR 法によってクローニングし、過剰発現用のベクターに挿入し、Drosophila DNA injection 
service を利用して、形質転換体を作成した。 
 
(3) 概日歩行活動リズム計測 
 Trikinetics 社の Drosophila activity monitor を使用して、歩行活動リズムの計測を行っ
た。データ解析には当研究グループが開発したソフトウェアで行った。雄のショウジョウバエ
が入った活動記録モニターはインキュベータ内に設置し、温度条件と光条件を制御できるよう
にした。突然変異系統やRNAi系統などを約1カ月、明暗サイクル下や恒暗条件下などにおいて、
活動リズムを計測した。 
 
(4) 生物発光を用いた時計細胞リズムの可視化 
 オリンパス社 LV200 を用いて、ルシフェラーゼ発光の可視化を行った。ルシフェラーゼ遺伝
子の上流に時計遺伝子 period の上流配列や別の時計遺伝子 timeless の上流配列を結合させた
系統を用いて、時計遺伝子発現リズムの計測を行った。また、細胞情報伝達を可視化するため
の新規の系統の作製を行い、それらについても時計細胞からの生物発光の可視化を行った。こ
れらの実験は、ショウジョウバエ脳をガラスボトムシャーレ上で培養しながら行った。培養液
には複数の抗生物質を含むシュナイダー培養液を使用した。 
 
４．研究成果 
(1) 光条件で変化する時計ネットワーク 
 ショウジョウバエの脳内に存在する約 150 個の時計細胞は、ネットワークを形成していると
考えられているが、そのネットワークの意義には不明な点が多い。時計細胞群の約半数では、
Cryptochrome (CRY)と呼ばれる青色光受容タンパク質が発現しており、複眼などの外部光受容
器を介さない光同調系に関与している。そこで、GAL4-UAS システムによる遺伝子発現制御法を
用いて、CRY 発現を特定の時計細胞群だけに限定した場合に、概日リズムの光同調にどのよう
な影響が現れるかを検討した。その結果、CRY を LNd 時計細胞群と 5th s-LNv 時計細胞群に発
現した場合には、野生型と非常に近い光同調能を示すことが分かった。つまり、他の時計細胞
群と比較して、LNd と 5th s-LNv 時計細胞群は、CRY を介した光同調に強く関与していることが



明らかになった。この研究成果は発表論文①で報告している。過去の研究と合わせて、150 個
の時計細胞は、光同調に強く関わる時計細胞とそうではない時計細胞に分けることができると
考えることができる。 
 ショウジョウバエの概日時計は、単に明暗の光サイクルに同調してリズムを生み出すだけで
なく、季節に合わせて変化する日の長さにも対応することができる。夏季を模倣した長日条件
では、野生型のハエは昼間の活動を抑えて、より夕方に活動を示すようになる。これは、夏の
暑い日中に活動を高めることを避けていると説明することができる。本研究において、Cry の
突然変異体は、野生型と比較して長日条件においてより夕方側に活動ピークをシフトすること、
また複眼などを欠く変異体では、より日中側に活動ピークがシフトすることが明らかになった。
従って、Cry 光受容経路と複眼など外部光受容経路は、活動リズムの長日適応において拮抗的
に働くことが考えられる。その時に重要な時計細胞も LNd と 5th s-LNv 時計細胞群であった。
この研究成果は、発表論文②で報告している。以上の結果より、ショウジョウバエ概日時計の
長日適応の光受容機構が明らかになり、またそのための時計細胞群の機能分化について新たな
知見を得ることができた。 
 
(2) 新規の概日時計出力因子 
 時計ネットワークの理解において重要な要素である概日出力因子の研究は、本研究課題の主
要な部分を占める。まず本研究において、他大学との共同研究を進めながら新規の概日出力因
子を同定するに至った。CCHamide1 は、機能未知の神経ペプチドとして同定されており、
CCHamide1に対する抗体を使った免疫染色により脳内のDN1aとよばれる時計細胞で発現してい
ることを発見した。RNAi や突然変異系統、過剰発現系統を用いた行動解析より、朝と夕方の活
動量が低下し、日中に見られる昼寝が増加することが明らかになった。ショウジョウバエの概
日時計において中心的な役割を担っているとされる s-LNv 時計細胞について、DN1a 時計細胞は
神経突起を s-LNv に伸ばし、その神経突起と沿うように s-LNv も DN1a 側に神経突起を伸ばして
いた。さらに、合成した CCHamide1 を培養中の脳に投与すると、s-LNv 時計細胞内の cyclic AMP
の濃度が上昇し、s-LNv は CCHamide1 を受容することが示唆された。その後、CCHamide1 受容体
の発現細胞を可視化することで、その受容体が s-LNv でも発現していることを突き止めた。 
 これらの研究結果から、DN1a が CCHamide1 を使って s-LNv 時計細胞に時間情報を伝達してい
ることが明らかになった。s-LNv 時計細胞は PDF 神経ペプチドを使って時間情報の出力を行っ
ているが、CCHamide1 はこの PDF の発現量に影響を与える。以上の研究結果は、発表論文⑤で
報告している。一方で、PDF は CCHamide1 の発現量には影響を与えないという結果を得ている。
従って、DN1a と s-LNv には相互作用があるが、その作用様式については今後も検討していく必
要がある。この CCHamide1 と他の概日時計に関与する神経伝達物質の多重変異体の研究も進め
ており、未発表ではあるが重要な知見が得られている。以上の研究より、概日時計神経ネット
ワークの解明に貢献することができた。 
 
(3) 時計細胞群の神経回路 
 約 150 個ある時計細胞の神経突起をそれぞれ正確に同定することは非常に難しいが、Flybow
システムを利用することで、一細胞ごとに蛍光タンパク質の色を変えて、その突起の位置を同
定する方法を確立した。最終的に先行研究より注目されてきた時計細胞群を中心に形態的な回
路の同定が終了した。我々の研究グループは、Flybow を特定の時計細胞で発現させるための
GAL4 系統の探索で貢献した。この研究成果は、発表論文④で報告した。 
 時計細胞間の光情報伝達においても、共同研究を行い、複眼などから入力される光情報は、
特定の時計細胞に集められるのではなく、数多くの時計細胞が独立して光情報を入力している
ことを明らかにした。この研究においても、我々のグループは主に特定の時計細胞をラベルす
る GAL4 系統の探索で貢献した。さらに、複眼からの光受容がどの介在神経を介しているのかを
明らかにするための実験も行ったが、期待していたような結果を得ることは出来なかった。発
表論文⑥。以上の研究より、時計細胞の形態学的な接続様式、また光入力経路を軸にした機能
的な接続様式の解明に貢献することができた。 
 
(4) 生物発光を用いた時計細胞リズムの可視化 
 単一時計細胞の分子レベルの概日リズムを長期的に計測することができれば、この研究分野
で非常に大きなブレークスルーを起こすことができると期待される。マウスではある程度手法
が確立しているが、哺乳類の概日時計を構成する神経細胞の数は非常に多いので、細胞間の相
互作用を研究することは困難である。本研究においては、生物発光ルシフェラーゼを用いて、
時計遺伝子 period と timeless のプロモーター配列を利用した、時計遺伝子発現リズムの長期
レコーディングに取り組んだ。まず長期的なショウジョウバエの脳の培養が第一ハードルであ
ったが、培養液の工夫や解剖時の工夫などによってほぼ克服することができた。時計遺伝子の
発現もルシフェラーゼによる生物発光を介して可視化することに成功した。しかし、少数の時
計細胞群における発現リズムの安定的なレコーディングは困難であり、残念ながら本研究期間
内には成功の目途を立てることはできなかった。もう一工夫必要であることは明白であるので、
今後も長期的に研究を継続していき、本研究成果を発展させる予定である。 
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