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研究成果の概要（和文）：光受容部である複眼中央部から脳への投射形態と時計タンパク質を発現している細胞
が示され、光周性の入力部から中枢への神経連絡網が示された。
光周性の指標となる血リンパ中の幼若ホルモン濃度の測定は成功しなかった。一方、幼若ホルモンとは無関係に
示される脂肪蓄積の光周性にも時計遺伝子が関与したことから、内分泌出力系ではなく光周性中枢で時計遺伝子
がはたらいていることが示唆された。また、光周期に応じて発現量の異なる遺伝子を見出した。
頭部を培養する方法を開発し、培養条件でのRNAiも可能になったため、中枢神経系をからだの他の部分から切り
離して分子レベルで光周性を解析する段階に至った。

研究成果の概要（英文）：We clarified projection pathways from the central ommatidia of the compound 
eye, which are the photoreceptor for photoperiodism, to the brain and the cells in the cephalic 
ganglia expressing a clock protein.
It was unsuccessful to measure the juvenile hormone titer as an index of photoperiodism. Clock genes
 were involved in the photoperiodic response of lipid accumulation, which is independent of juvenile
 hormone. Therefore, these genes do not seem to play a role in the endocrine effector system but in 
the center of photoperiodism. Genes of which the expression levels are related to the photoperiod 
were identified. 
Because we succeeded in culture of the head and RNAi in vitro, now it is possible to examine the 
molecular basis of the photoperiodism in the central nervous system apart from the other parts of 
the body. 

研究分野：動物生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 昆虫の季節適応において、光周性の重要
性は広く認識されている。光周性に概日時計
が関わることは指摘されており、発育に直接
影響するホルモンの研究も古くから行われ
てきたものの、中枢神経系内部で起こってい
る現象を細胞レベル、分子レベルで明らかに
する研究は未完成である。 
 

 
図１ 昆虫の光周性機構の模式図 

 
(2) ホソヘリカメムシの成虫休眠を制御す
る光周性機構については、研究代表者らによ
って、光受容器が複眼の中央部分の個眼であ
ること（図１(1)）、休眠時に脳がアラタ体か
らの幼若ホルモン（JH）分泌を神経経路で抑
制していること（図１(2)）が明らかになっ
ていた。さらにアラタ体を支配し休眠を誘導、
維持するために重要な脳側方部神経細胞、さ
らに複眼と脳側方部神経細胞の間に存在し
光周性に必要と考えられる細胞を脳の微細
な手術によって示し、光周性に関わる概日時
計の実体として初めて period(per) 、
cryptochrome、cycle、Clock(Clk)という時
計遺伝子が関係することを明らかにした（図
１(3)、文献①を参照）。 
 
(3) しかし、中枢神経系内で起こっている日
長測定から内分泌器官の制御に至る過程（図
１A～D）の分子機構は明らかになっておらず、
概日時計がそのうちのどれに関わるのかも
不明である。さらに、時計遺伝子のもつ時計
以外の機能でも説明できることが示唆され
（文献②）、別のカメムシでは消化管で発現
する時計遺伝子が光周性に関係することが
示されている（文献③）。したがって、中枢
神経系にある概日時計ではたらく時計遺伝
子が光周性に関与すると完全には証明され
ていない。 
 
(4) カメムシの幼若ホルモンの分子構造が
明らかにされ（文献④）、ホルモンを指標と
して光周性の研究が可能になった。 
 
(5) こうして、ホソヘリカメムシの光周性に
おいて中枢神経系で起こるすべての過程を
分子レベル、細胞レベルで明らかにする基盤
が整った。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、ホソヘリカメムシの成

虫休眠を制御する光周性について、複眼にお
ける光情報の入力からアラタ体における内分
泌系の駆動にいたるまで、中枢神経系内で起
こる生理学的過程を細胞レベル、分子レベル
で明らかにすることである。 
 
(2) その研究成果は、1936年に提唱された「光
周性機構に概日時計が関わる」というBünning
の仮説を細胞・分子レベルで実証するだけで
なく、昆虫の光周性を分子レベルで操作する
ための技術開発の基礎となり、昆虫の新規成
長制御剤の開発、天敵昆虫の光周性の改変な
どにつながることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 光受容部からの神経経路および時計細
胞の位置の特定 

 複眼中央部分からの色素注入により、光周
性の光受容器が脳内のどこに連絡している
のかを調べ、休眠調節に重要な脳側方部ニュ
ーロンへの連絡経路を同定する。 
 色素拡散因子（Pigment-Dispersing Factor, 
PDF）あるいは時計タンパク質 PERIOD に対す
る抗体を用いた免疫組織化学によって概日
時計の所在を推定する。 
 さらに、これらの脳領域の部分除去の光周
性に対する影響を調べることによって光周
性に関わる脳内の神経連絡を明確にする。 
 
(2) JH 濃度の測定 
 血リンパ中の JH 濃度を測定する方法を確
立する。その方法で、長日条件の非休眠成虫
と短日条件の休眠成虫の JH 濃度を、時間を
追って比較し、さらに脳側方部ニューロンの
除去がJH濃度に及ぼす影響を明らかにする。 
 
(3) 脳培養系の確立とそこで示される光周
性の解析 
 中枢における時計遺伝子の役割を調べる
ために、複眼とアラタ体が正常につながった
状態でからだから切り出した脳を短日およ
び長日条件で培養し、培地に放出される JH
量あるいは発現の変化する遺伝子を明らか
にすることによって、脳だけで示される光周
性を見出す。 
 培養条件の脳だけで示される光周性に対
して、時計遺伝子の RNAi を行い、それが有
効であれば、脳内ではたらく時計遺伝子が光
周性に関わることを証明できる。 
 
(4) 脂肪蓄積の光周性の解析 
 これまでは、光周性の指標として卵巣発達
に着目してきたが、概日時計遺伝子が光周性
の中枢に関わることを示すために、JH の関与
なしに示される脂肪量の光周性について、
per遺伝子およびClk遺伝子のRNAiを行って、
その効果を調べる。 
 
 



(5) 時計遺伝子以外に光周性に関わる遺伝
子の探索 
 短日に維持された成虫および短日から長
日に移して成虫の脳（アラタ体、側心体を含
む）から total RNA を抽出し、RNA シークエ
ンスによるトランスクリプトーム解析を行
う。これにより脳内で光周期によって発現が
変動する遺伝子を突き止める。 
 それらの遺伝子の RNAi をからだ全体もし
くは頭部培養系において実施し、光周性にお
ける役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 光受容部からの神経経路および時計細
胞の位置の特定 

 光周性の光受容部である複眼中央部から
脳へ投射する神経経路を明らかにすること
ができた。複眼中央部から視髄中央部を経由
して、２つの経路が脳の中央部へ、別の２つ
の経路が対側の視葉へと投射していた。さら
に、視髄中央部を経由して脳へ至る神経経路
のうち、posterior optic tract（POT 図２）
の対側視葉への投射を詳細に調べたところ、
これらの細胞体と細胞体周辺の神経繊維が
PDF 免疫陽性ニューロンの細胞体と細胞体周
辺の神経繊維と近い領域に分布しているこ
とがわかった。また、POTを切断すると、短
日条件で卵巣を発達させる個体が増え、光周
性が見られなくなった。 
 

 
 
図２ 左複眼（CE）から脳、対側視葉への投射経路 
 
 時計タンパク質PERの抗体に対する免疫染
色を行った結果、脳の後方に強く染色される
細胞と、視葉と食道下神経節に弱く染色され
る細胞が見つかった。ホソヘリカメムシの
PER 免疫陽性細胞について抗体の特異性を検
証した。一次抗体と抗原を吸着させた実験か
ら、PER 免疫陽性細胞はホソヘリカメムシの
PER タンパク質特異的に染色されていること
が確認できた。 
 
(2) JH 濃度の測定 
 チャバネアオカメムシとホソヘリカメム
シにおいて血リンパ中の JH 濃度を液体クロ
マトグラフィー質量分析法（LC/MS）によっ
て測定した。その結果、チャバネアオカメム
シでは JH を検出することができたが、ホソ
ヘリカメムシにおいては、100μLという大量
の試料でのみ検出が可能で、実用的ではない
ため、血リンパ中の JH 濃度測定を光周性の
研究に組み入れることを断念した。 

(3) 脳培養系の確立とそこで示される光周
性の解析 
 成虫の脳を複眼とアラタ体がつながった
状態で切り出して培養することは困難であ
ったため、頭部全体を培養する方法に切り替
えた。頭部全体を培養する方法も当初はうま
くいかなかったが、酸素供給が十分になるよ
うに気管を空気中に開口させるなど工夫し
た結果、10 日間培養後も、網膜電図（ERG）
によって複眼が正常に機能していることが
明らかになった（図３）。しかし、培養時の
条件によってカビが生えることが多かった
ため、培地の組成や抗生物質の添加量、消毒
方法を工夫した結果、ようやく頭部の培養が
軌道に乗った。 

 

 

図３ 培養中の頭部および 10日後の ERG 

 
 この頭部培養系において、短日および長日
で７日間培養し JH のシグナル伝達系で重要
なはたらきをする転写因子 Krüppel-homolog 
1(Kr-h1)の mRNA 量を比較したが、両者の間
に差はみられなかった。そして、JH 類縁物質
であるmethopreneを培地に添加するとKr-h1
の mRNA 量が上昇したこと、および培養条件
では幼若ホルモン合成酵素の遺伝子
juvenile hormone acid methyltransferase 
(jhamt)および methyl farnesoate epoxidase 
(mfe)の mRNA 量が非常に低かったことから、
培養条件では JH が正常に合成されていない
可能性が考えられる。 
 一方、培養条件で時計遺伝子 Clk の RNAi
を行ったところ、Clk の発現が明瞭に抑制さ
れたことから、培養条件で短日・長日間で差
がみられるものを見つけさえすれば、光周性
における時計遺伝子の役割を明らかにする
実験は可能になった。 
 
(4) 脂肪蓄積の光周性の解析 
 ホソヘリカメムシは短日では脂肪を蓄積
するのに対し，長日では蓄積量が低いという
光周性を幼若ホルモンの関与なしに示す。
per 遺伝子の RNAi を行ったところ、短日条件
でも脂肪の蓄積量は減少した。一方、Clk 遺
伝子の RNAi を行ったところ，長日でも脂肪
の蓄積量が増加した。このことはこれらの時
計遺伝子からなる概日時計が，卵巣発達と脂
肪量の両方を制御する光周性中枢に関わっ
ていることを示す。幼若ホルモンの受容体の
遺伝子 Methoprene-tolerant(Met)の RNAi を



行ったところ、長日でも短日のように卵巣発
達が抑制されることがわかった。この結果は、
長日での卵巣発達が JH シグナル伝達系を介
していることを示している。一方、Metの RNAi
を行っても脂肪蓄積の光周性には影響が見
られなかった。短日で脂肪が蓄積する光周性
は JH シグナル伝達系とは独立の経路で制御
されていると考えられる（図４）。 
 

 
図４ 卵巣発達と脂肪蓄積の光周性の模式図 
 
(5) 時計遺伝子以外に光周性に関わる遺伝
子の探索 
 短日１日の試料を対照とし、各条件で発
現が変動している遺伝子の同定を行った。
その結果、対照に比べ有意に発現が増加ま
たは減少した 209 遺伝子が特定された。クラ
スター解析により特に長日に移した５日後
の遺伝子発現は他の試料と大きく異なって
いることが明らかになった（図５）。光周期
の変化に反応して発現が変わる遺伝子を同
定するため、長日5日後にのみ発現が上昇し
ていた 88 遺伝についてさらに解析を行った。
これらの遺伝子をblast検索したところ、う
ち 66 遺伝子で機能が明らかになり、幼若ホ
ルモンの合成や、それ以後に発現するシグ
ナル遺伝子などが光周期に反応して発現が
上昇する遺伝子として同定された。 

 
 

図５ 短日 1日と比較し発現が変動していた 

209 遺伝子の各条件における発現量の比較 

 

 これらの遺伝子の中から、Kr-h1、Met、
jhamtについてqPCRを用いてさらに解析を行
った。その結果、Kr-h1 の発現量が長日に移

してから５日後にすでに上昇しており、７
日後には差は著しくなっていることが明ら
かになった。 
 また、短日に維持されたものと長日に移し
たものの間で、jhamt の発現量に差はみられ
なかったが、mfe の発現量は後者において大
きく上昇していた。したがってmfeが光周性
の内分泌出力系の鍵となっている可能性が
考えられる。また、JH受容体の遺伝子metお
よび Taiman(tai)の発現量に関しては、上記
の２条件間で差はみられなかった。 
 
(6) 以上より、光周性における光受容部から
の神経経路および時計細胞の位置が特定で
きた。しかし、血リンパ中の JH 濃度を測定
することができなかったことと、頭部培養系
において示される明瞭な光周性をみつける
ことができなかったために、中枢神経系では
たらく時計遺伝子が光周性に関わるという
当初一番の目的にした結論が得られなかっ
た。しかし、本研究において頭部培養系を確
立したこと、培養系で RNAi が有効であるこ
とを考えると、近い将来証明できる可能性は
高い。 
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