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研究成果の概要（和文）：動物の活動はサーカディアンリズムと呼ばれる 24 時間の周期性を示

す。このリズムは時計遺伝子群とそれらの遺伝子を発現する時計ニューロンによって制御され

ている。では 24時間よりも短い時間スケールの行動制御に時計遺伝子・時計ニューロンは機能

しているであろうか？本研究は、遺伝学的技術の洗練されたショウジョウバエを用いた行動解

析を行い、時計遺伝子が歩行活動や求愛行動など短い時間スケールの行動発現のパターンに影

響を与えることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Activity of animals shows 24 hr rhythmicity called the circadian rhythm. This 

rhythm is controlled by the function of "clock neurons" and "clock genes" expressed in these neurons. 

The question is that the clock genes and the clock neurons also regulate an emergence of behavior in 

shorter time scale. By using Drosophila, I shown in this study that the clock genes affect on the 

emergence of behavior in shorter time scale, such as the locomotion activity or the courtship behavior. 
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１．研究開始当初の背景 
 地球上に生息する様々な生物の活動は 24 時
間周期のサーカディアンリズムを持つ。ショウジョ
ウバエでは period (per)などの時計遺伝子群発
現のフィードバックループが分子基盤となり、時
計遺伝子を発現する少数の時計ニューロンによ
ってサーカディアンリズムの制御がなされている
ことが明らかとされている。これらの時計遺伝子・
時計ニューロンは 24 時間よりも短い時間スケー
ルの行動制御にも機能しているであろうか？ 

 ショウジョウバエの雄が求愛行動時に雌に対し
て発する求愛歌には周期的揺らぎ（1 分程度の
周期）があり、サーカディアンリズムに異常のある
時計遺伝子突然変異体ではその周期にも異常
がある事が報告されている。さらにサーカディア
ンリズムを示す個体と周期性を失った個体では、
単純な活動パターンにも差違がある。これらの
報告や観察は、時計遺伝子・時計ニューロンは
単にサーカディアンリズムの周期を制御している
だけではなく、より短時間の行動発現にも影響を
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与えていることを示唆する。このことを明らかとす
るためには、従来扱われてきた 24時間周期のよ
うな長時間スケールの現象に注目するのではな
く、より短い時間スケールでの行動発現に焦点
を絞った解析を行うべきであると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 様々な遺伝学的手法を適用できるショウジョウ
バエを用いて、突然変異体や神経機能を操作し
た個体の行動解析することにより、時計遺伝子・
時計ニューロンが24時間周期を持つサーカディ
アンリズムのみならず、さらに短い時間スケール
における行動発現の ON/OFF に関しても重要
な役割を果たしているか否かを検証することが
本研究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 材料 
 実験にはキイロショウジョウバエ(Drosophila 
melanogaster)を用いた。野生型としてCS系統を
使用し、時計遺伝子の突然変異系統として、
per01（無周期型）、perL（長周期型）、perS（短周
期型）を用いた。時計ニューロンを特異的に操
作するためのGal4 ドライバー系統として
pdf-Gal4 を用いた。時計ニューロンの興奮性や
シナプス伝達を一過的に操作するために
UAS-dTrpA1系統とUAS-shits系統を利用した。
pdf-Gal4 と UAS-dTrpA1 もしくは UAS-shitsを持
つ個体を用いて、時計ニューロン特異的に且つ
一過的に神経活動の上昇もしくはシナプス伝達
の阻害を行った。羽化後 3から 7日目の個体を
用い、通常温度 25℃で行動実験を行った。 
 
(2) 歩行活動の解析 
 直径 1 cm・高さ 3 mm の円形チェンバーにショ
ウジョウバエを1個体入れ、その歩行活動をビデ
オカメラにて撮影した。コンピュータに取り込ん
だ動画データからハエの移動軌跡をトラッキング
ソフトウエア（ライブラリー社：Move-tr/2D、
DigiMo社：リアルタイム2D-PTV）にて抽出し、移
動距離・移動速度・加速度などの基本的行動量
を算出した。 
 
(3) 求愛行動の解析 
 直径 1.8 cm・高さ 3 mmの円形チェンバーに雄
個体とターゲットとなる処女雌を入れ、視覚的手
がかりをなくすために赤色光下で求愛行動を観
察した。1時間の観察時間中に交尾をしたペア
の割合および交尾に至るまでの時間を各突然
変異体で比較した。 
 
(4) 求愛歌の測定 
 床にマイクを設置した直径 8 mm・高さ 3 mmの
円形チェンバーに雄個体とターゲットとなる雌を
入れ、雄の発する求愛歌を記録した。歌はアン

プ（Warner 社：DP-304）にて増幅した後、デジタ
イザ（ADI 社：PowerLab 8/30）を介してコンピュ
ータに取り込み解析を行った。なお、雌側の効
果を極力一定にするため、雌は実験直前に断
頭して不動化した個体を用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 時計遺伝子突然変異体の歩行活動 
 ビデオトラッカーをベースとした行動解析シス
テムにより野生型個体と時計遺伝子突然変異体
の歩行活動の比較を行った。時計遺伝子変異
の中でサーカディアンリズムに最も大きな行動変
化が観察されるのは無周期性の突然変異体で
あることから、まず per01 を用いた解析を行った。
野生型では歩行/停止の時系列パターンは複雑
なダイナミクスを持つが、その統計的な性質は個
体ごとに大きな差は観察されなかった。一方、
per01 突然変異体はより不規則なバースト状の歩
行/停止パターンを示し、さらに野生型に比べて
歩行停止時間が長い個体と短い個体が混在す
る傾向があった。この結果は per01突然変異では
サーカディアンリズムの同調が出来ないため、個
体ごとに主観的時刻が異なることに関係してい
る可能性がある。 

 
図 1 野生型(WT)個体と無周期型変異体(per01)
の歩行活動例。横軸は観測時間を表し、縦軸は
歩行速度を表している。per01 ではより不規則な
歩行活動を示している。 
 
 
 さらに長周期型 perLと短周期型 perSの両突然
変異体を用いて同様の歩行活動解析を行った。
perL 突然変異体は歩行活性が高く歩行持続時
間が長くなる傾向が見られた。また歩行をやめ
てから次の歩行を開始するまでの停止持続時間
は短かった。一方、perS 突然変異体は歩行活性
が低く歩行持続時間が短い傾向があり、長時間
歩行活動を停止する個体が多かった。この結果
は歩行活動という短い時間スケールでの活動の
長短とサーカディアンリズム周期の長短との間に
対応関係があることを示している。以上の結果は
短い時間スケールの行動発現においても時計
遺伝子群が機能している可能性を示唆するもの
である。 
 



 

 

(2) 時計ニューロンの活動修飾の歩行活動への
効果 
 サーカディアンリズムの制御に関わる時計ニュ
ーロンの興奮性やシナプス伝達を一過的に操
作するためのツールとして、温度依存的にニュ
ーロンの電気的興奮性を上昇させることのできる
dTrpA1 と温度依存的にシナプス伝達を阻害で
きるshitsを利用した。時計ニューロン特異的に上
記 2 つのタンパク質を発現させるための Gal4 ド
ライバーとしてpdf-Gal4系統を用いた。pdf-Gal4
と UAS-dTrpA1 もしくは UAS-shitsを持つ個体を
用いることにより、時計ニューロン特異的に且つ
一過的に神経活動の上昇もしくはシナプス伝達
の阻害を行った条件で歩行活動を解析した。
dTrpA1 を用いた時計ニューロンの強制活性化
実験では、dTrpA1 チャンネルが開口していない
22℃をコントロールとし、実験チェンバーを 30℃
にすることによりニューロンの活性化を行った。
shits を用いた時計ニューロンのシナプス伝達阻
害実験では、19℃をコントロールとし、実験チェ
ンバーを 31℃にすることによりシナプス伝達の
阻害を行った。 
 どちらの場合も時計ニューロンの活動には人
為的な影響を及ぼさない低温条件では歩行活
性が低く、時計ニューロンの電気的興奮性の上
昇やシナプス伝達阻害を引き起こすような高温
条件では歩行活性が高かった。しかしながら、
野生型個体であっても温度を上げることにより歩
行活動の活性は上昇することから、これらの効
果は時計ニューロンの活動修飾によるものという
よりは、環境条件の変化に起因するものである
可能性が高い。どちらの修飾でも高温条件は
30℃前後であるので、時計ニューロンの強制的
活性化状態(dTrpA1)と時計ニューロンのシナプ
ス伝達阻害条件(shits)で歩行活動パターンを解
析したが、大きな違いは見出されなかった。これ
らの結果から、時計ニューロンの活動性そのも
のが短い時間スケールでの行動発現を直接制
御しているのではないことが示唆された。 
 
(3) 時計遺伝子突然変異体の求愛行動 
 歩行活動は個体ごとの変動が大きく、時計遺
伝子・時計ニューロンの機能との関係を探るに
は、短い時間スケールで観測できるより定型的
で安定した行動に着目する必要が生じた。そこ
で極めて安定な生得的行動である求愛行動に
焦点を絞って実験を行うこととした。per 突然変
異体では雄の求愛歌リズムの周期に異常がある
ことが報告されている。時計遺伝子機能が短時
間の行動発現に一般的に寄与しているならば、
雄の求愛歌の生成のリズムだけではなく、求愛
歌の受容に関わる雌側のリズムにも影響を与え、
同じリズムの個体に対する求愛受入のほうがより
安定している可能性が考えられる。そこで perLと
perS 突然変異体を用いて同一遺伝子型のペア
もしくは異なる遺伝子型のペアの求愛行動を観
察し、それぞれのペアでの交尾の有無と交尾ま

でにかかる時間の比較を行った。1 時間の観察
時間中における交尾成功率は perL、perS ともに
同一遺伝子型の雄が求愛したか否かにかかわ
らず大きな差はなかった。しかしながら交尾まで
にかかる時間については、同一遺伝型のペアの
方が異なる遺伝型のペアに比べてやや短い傾
向があった。この傾向は perL の雌に関して顕著
で統計的に有意な差であることが確認された。こ
の結果は雄の求愛歌生成のみならず雌の求愛
歌の嗜好性に関しても時計遺伝子が関与してい
ることを示唆している。 
 交尾行動は2個体の相互作用で成立するため、
交尾までにかかる時間であっても変動が大きく
依然として安定な行動指標とは言い難かった。
そこで、雄の求愛行動のみに注目して行動解析
をすることとした。雄の求愛行動で最もはっきりし
た要素行動は種特異的な音響パターンをもつ
求愛歌生成である。perL突然変異体では雄の求
愛歌リズムの周期が長くなり、perS突然変異体で
は逆に周期が短くなることが報告されている。し
かし求愛歌記録システムを用いて各々の per 突
然変異体が生成する求愛歌のパターンを解析し
たが、per 変異体での求愛歌リズムの明確な異
常は検出できなかった。報告されている求愛歌
リズムは不明瞭であることが知られ、さらに per変
異体での周期異常も再現できないという報告も
なされていることから、求愛歌リズムの変動の他
にさらに安定した現象を扱うことが求愛行動発
現と時計遺伝子機能の関連を探る上で重要で
あると考えた。雄の求愛行動パターンを解析す
るためには、雌側の効果を極力一定にする必要
があるため、断頭した雌個体に対する雄の行動
を求愛歌記録システムを用いて解析した。興味
深いことに、断頭雌を認識した直後の雄の行動
は極めて定型的な時間パターンを持っているこ
とが明らかとなった。すなわち２〜３秒の求愛行
動を示した後、５〜８秒の静止状態を経て再び
次の求愛行動を開始しこれを数分間繰り返すと
いう規則的行動である。この行動は極めて安定
で、個体間の差も小さいものであるため、時計遺
伝子変異体の短い時間スケールでの行動異常
を解析する上で大変優れているものであった。
各々の求愛エポックの長さおよび各求愛エポッ
ク間の静止時間をperL変異体とperS変異体で比
較したたところ、perLは perSに比べて、一回の求
愛持続時間が長く、各求愛エポック間の静止時
間は短いことが明らかとなった（図 2）。このことは
単独個体の歩行活動解析で見出された、perL

変異体では歩行持続時間が長くなり停止持続
時間が短くなり、perS 変異体では歩行持続時間
が短くなり停止持続時間が長くなるという現象と
類似している。 
 
 
 
 
 



 

 

図 2 長周期型変異体(perL)と短周期型変異体
(perS)の求愛歌。横軸は観測時間、縦軸は記録
された音を示している。上段のトレースは約 2 分
間の記録を示し、下段のトレースは一つの求愛
エポックを拡大したものである。 
 
(4) まとめ 
 本研究では突然変異体や神経機能を操作し
た個体の行動解析により、時計遺伝子・時計ニ
ューロンが短い時間スケールにおける行動発現
にも関わっていることを検証した。歩行活動の解
析では、時計遺伝子変異が歩行活動パターン
に影響を与えうることを示した。特に perL変異体
では歩行持続時間が長くなり停止持続時間が
短くなるのに対して perS変異体では歩行持続時
間が短くなり停止持続時間が長くなるという傾向
は、サーカディアンリズム周期の長短とも対応す
るものである。一方、時計ニューロンの活動修飾
では歩行活動パターンに大きな影響は見られな
かった。より安定な行動指標として求愛行動に
注目して解析を行ったところ、静止した雌に対す
る雄の求愛パターンは特定の条件では極めて
規則的であることを今回見出した。この安定した
行動パターンを利用して時計遺伝子変異の効
果を調べたところ、perL 変異体は perS 変異体に
比べて、一回の求愛持続時間が長く、各求愛エ
ポック間の静止時間は短いことが明らかとなった。
歩行活動と求愛行動発現において時計遺伝子
変異がサーカディアンリズム周期の長短と対応
する形で影響を与えたことは、時計遺伝子の機
能はサーカディアンリズムのような長時間スケー
ルの行動制御だけでなく、短時間スケールでの
行動発現にも関わっていることを強く示唆する。
時計ニューロンの機能修飾では大きな行動変化
は観察できなかったことから、時計遺伝子が関
わる短い時間スケールの行動制御を司るニュー
ロン群は時計ニューロンとは別なものであると考
えられる。今後、時計遺伝子機能が短い時間ス
ケールの行動発現をどのように制御しているの
かをニューロンレベルで解明していくことが必要
であると考えられる。 
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