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研究成果の概要（和文）：フグやアイゴといった魚類は、月齢に依存した産卵行動を示す。光生物学および時間
生物分野において、月齢応答の仕組みは未だ不明である。この分子機構を解明するためには、月光に応答する細
胞株を確立し、月光応答性と概月性の有無を調べることが重要である。そこで本研究では、明るさと明期時間帯
が複雑に変化する月光を再現する人工月光装置を作製し、その下でフグ培養細胞や魚個体を維持し、概日時計遺
伝子等の光応答性を調べ、フグ眼球由来の細胞が月光応答機構のモデルとして使用できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Fish such as puffer fish and spinefoot show a spawning behavior depending on
 the moon phase. In photobiology and chronobiology, the mechanism of the moonlight response is still
 unknown. In order to elucidate this molecular mechanism, it is important to establish a cell line 
that responds to moonlight and examine the presence or absence of moonlight responsiveness and 
circalunar rhthm. Therefore, in this study, we constructed an artificial moonlight device that 
reproduces the moonlight with complex changes in brightness and light period. Using this device, we 
examined the moonlight responsiveness of circadian clock genes in cultured pufferfish cells and 
individual fish. It was clarified that the pufferfish eye-derived Fugu Eye cells could be used as a 
model of the moonlight response mechanism.

研究分野：光生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この20年の間に概日時計の仕組みが次々と解明された。それに比べて、フグやアイゴの産卵に見られる２週間あ
るいは１月周期性の分子機構は不明である。これを明らかにするためには、月光に応答する細胞を用いて、長期
間に渡り遺伝子発現変動を調べる系の確立が重要であった。本研究では、Fugu Eye細胞が、その第一歩となるモ
デルとして利用できる可能性を示した。本研究の成果は、将来的にはフグの産卵を制御し、より効率的な養殖や
育種につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
生物は、地球の自転や公転に伴って生じる周期的な環境変化を予測し、適応する多様なシステム
を進化させてきた。大多数の生物は、２４時間周期の明暗交代を予測するため、約２４時間の周
期性をもつ概日時計（circadian clock）を持っている。いくつかの生物には、概日時計に加えて、
１日よりも長い周期の環境変動を計測し生理的に同調する生物がいる。ウズラやヤギといった
季節の変化を知る生物は、概日時計を元に１日の長さ（日長）を計測し、季節の変化を知る光周
性（photoperiodicity）を発達させている。概日時計と光周性の分子機構は、２１世紀に入って
詳細な分子解析が飛躍的に進んだ。 
 生物の中には、約１年や約１ヶ月といった長い周期変化に同調する生物も知られている。たと
えば、ヒメマルカツオブシムシやキンイロリスは、季節を知るための光周応答性に加え、次の季
節を予測するための概年時計を持つことが古くから知られている。１ヶ月の周期をもつ概月時
計は、最近になって一部の生物で存在が確認されたものの研究は極めて少ない。このように、１
日よりも長い時間を計測する長周期時計については、その分子基盤はおろか、単一の細胞にシス
テムが内在しているのか、あるいは複数の細胞によって構成されるのかすら全く不明である。 
このように、概日時計以外の生物時計の研究が遅れている主な理由は、２つあり、１つめは「概
日時計よりも周期が長いため研究が困難である」こと、もう１つは「モデル実験系・モデル細胞
系が存在しない」ことである。 
 
２．研究の目的 
フグやアイゴはそれぞれ、半月および１月周期の光応答性の産卵行動を示す。すなわち、フグは
新月および満月の大潮に合わせて、月齢同調性の産卵行動を示すと考えられている。アイゴには、
異なる月齢に同調する複数の種類があり、ゴマアイゴは上弦に合わせて産卵する。このような長
周期の光応答現象の分子基盤を明らかにするための第一歩として、トラフグ由来の細胞および
アイゴ個体において、人工月光に応答して遺伝子の変動を示すかを検討し、モデル細胞系・モデ
ル実験系として、長周期時計研究に突破口を開くことを目的とした。 
 具体的には、トラフグの眼球由来の培養細胞である Fugu Eye 細胞およびゴマアイゴの幼魚
を用いることとした。その理由は、研究代表者らはこれまでに、Fugu Eye細胞が、内在性の概
日時計をもち、さまざまな波長の光に応答して紫外線障害修復系の遺伝子の発現量が増大する
ことを見出していたこと[Okano et al. Sci. Rep. 7, 46150 (2017)]、およびアイゴ個体が自然条件
下でどのように月光に応答するかを明らかにした[Takeuchi et al. Sci. Rep. 8, 6208 (2018)]ため
である。 
 
３．研究の方法 
本研究では、長周期計測現象として月
齢同調現象に着目し、月齢応答性を実験
室内において再現するため、具体的に
は、研究対象として、成魚が上弦特異的
な月齢同調産卵現象を示すゴマアイゴ
の幼魚、および大潮特異的な半月周性同
調産卵を示すフグの眼球由来の培養細
胞 Fugu Eye を用いた。また、これら２
種類の魚との比較対象として用いたゼ
ブラフィッシュにおいても眼球特異的
に光周期応答性が観察されたため、こち
らも研究対象とした。 
実験に際し、まずはじめに人工月光再
現装置を作製した。光のスペクトルは多数のカラーLED を用い、測定した月光のスペクトルに近
いスペクトルとなるように調整した。光量は PC から制御コマンドを送信し、受信したマイコン
が駆動するシステムとした。月齢に応じて月光は光量が変化するが、月の出と月の入時刻も日に
よって変化し、夜の間でも月の高度に応じて光量が変化する（図１）。このような複雑な変化パ
ターンを再現する装置（月光シミュレータ）を複数作製し、その下で Fugu Eye 細胞の長期培養
と人工月光への遺伝子応答性の検証を試みた。アイゴは実験室内で飼育し、新月・上弦・満月・
下弦にサンプリングして月齢応答遺伝子また、ゼブラフィッシュを用いた研究では、青色光光源
による光周期を明期 6時間から 18時間まで変化させ、その際の時計遺伝子の発現パターンの変
動を解析した。 
 
４．研究成果 
Fugu Eye 細胞の培養：Fugu Eye 細胞はフグの眼球由来の培養細胞であり、内在性に概日時計お
よび光応答性をもつ[Okano et al.(2017)]ため、モデル細胞の有力候補であった。将来的に月齢
依存的な現象を解析するためには少なくとも１月以上にわたって、細胞を維持できることが必
要である。そこでまず、Fugu Eye 細胞がどの程度長期間培養できるかを検討した。細胞密度や
培地の交換タイミングなど培養条件を詳細に検討した結果、Fugu Eye 細胞を継代することなく



２ヶ月間維持することに成功した。 
 
Fugu Eye 細胞における月光応答：上記の実験と並行して、Fugu Eye 細胞が人工月光に対して応
答できるかどうかを調べた。満月に相当する 0.5 ルクス程度の微弱な明るさの人工月光を数日
間照射し、光応答遺伝子の発現量が変化するかを調べた。その結果、紫外線損傷修復系の遺伝子
や概日時計遺伝子 Period の mRNA レベルが光刺激依存的に増大した。そこでさらに、Fugu Eye
細胞を月光シミュレータ下において長期培養したところ、Period 遺伝子の応答性は２ヶ月間維
持されることがわかった。 
 以上の結果から、Fugu Eye 細胞は、月光
応答機構の解明のためのモデル細胞として
使用できることが明らかとなった。今後は、
内在性の概月時計の有無を調べるため、人
工月光刺激の後に月光刺激を取り除いた場
合の遺伝子発現パターンを詳細に解析する
必要がある。 
 
アイゴ個体における遺伝子の光応答：琉球
大学竹村明洋先生より供与いただいたゴマ
アイの幼魚を人工月光下で飼育し、間脳に
おける月齢応答遺伝子(zCry3)の発現変動
を調べたところ、自然光下でみられたよう
な月齢依存的な発現振動は見られなかっ
た。このことから、zCry3 月齢応答には海水
中の成分の変化が必要である可能性や、実
験室内での飼育によるストレスが影響した
ものと推定された。並行して解析していた
ゼブラフィッシュの眼球での興味ふかい遺
伝子発現挙動が見られたため（次項を参
照）、その解析に移行した。 
 
ゼブラフィッシュ眼球における光周期検
出：ゼブラフィッシュの眼球において、時計
遺 伝 子 で あ る Cryptochrome の １ つ
（zCry1ab）が朝夕２つのピークを示すこと
を見出した。研究代表者らはこれまでに、月
齢応答の機構は、夜間の月光を含めた明期
の時間変化に応答して起こるものであり、
光周応答と同一のメカニズムによるのでは
な いか とい う仮 説を提 唱し てい た
[Fukushiro et al. PLoS One 6, e28643 
(2011)]。そこで、当初の研究計画をゼブラ
フィッシュまで広げ、眼球における遺伝子
の光応答性を詳細に検討した。明期を 6 時
間から18時間まで変化させた結果、zCry1ab
遺伝子の２つのピークは、明期（光周期）の
変化に応じてダイナミックに変化した（図
２）。この結果より、ゼブラフィッシュの眼
球において、zCry1ab は光周期識別に関わる
時計遺伝子である可能性が考えられた。こ
の結果は、眼球に光周期（季節）を識別する
仕組みが存在し、zCry1ab 遺伝子がその中核
を担う可能性を示唆している[Okano et al. 
Sci. Rep.  10, 5056 (2020)]。 
 
以上の解析より本研究では、個体レベルでの光周期応答機構解析のモデルとしてゼブラフィッ
シュ眼球が使えること、細胞レベルでの月光応答機構解析のモデルとして Fugu Eye 細胞が使え
ることを明らかにすることができた。 
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