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研究成果の概要（和文）：クサフグの松果体では、約800個の遺伝子が約15時間周期で発現変動することが推定
され、潮汐サイクルに同調する新規の体内時計の分子基盤情報が得られた。また、松果体から分泌されるメラト
ニンは、月明かりに応じて分泌量が変化し、生殖機能を調節する脳ホルモンの合成量を月齢に伴って調節するこ
とが示唆された。さらに野外調査の結果、クサフグの産卵リズムは生息場所の潮汐サイクルや雌雄によって異な
ることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To establish the molecular basis of a novel biological clock mechanism 
underlying the semilunar-synchronized spawning rhythm of the grass puffer, a transcriptome analysis 
was conducted in the pineal gland to search genes that exhibit ultradian oscillation in expression 
with about 15 hr of cycle. More than 800 candidate genes were found and, taking together with 
ultradian oscillation genes in the diencephalon previously determined, the present result suggest 
that there is a circatidal clock in the brain of grass puffer. For the periodic regulation of 
hypothalamic neuropeptide gene expression by the pineal gland, the secretion of melatonin may change
 depending on moon light intensity and melatonin may influence the expression of those genes. 
Furthermore, field studies of the grass puffer spawning revealed that the semilunar rhythm is 
variable depending on tidal cycle of the habitat and different between males and females.

研究分野：生殖内分泌学、神経内分泌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物はそれぞれの生息環境に合わせて繁殖戦略を発達させており、中でも多くの生物は独自の生殖リズムを持っ
ている。生物リズムの調節において体内時計は重要な役割を持っているが、そのしくみは約24時間周期の概日時
計ついて詳細なしくみが明らかになっているだけである。本研究では、浅海域や潮間帯に生息する多くの海洋生
物が持つ月齢と潮汐サイクルに合わせた生殖リズムを調節する新規の体内時計の分子基盤を明らかにすると共
に、その可塑性を見出した。本研究成果は、生物多様性を作り出すしくみの理解につながるものとして、その学
術的また社会的意義は大きい。

※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 
 動物は生息環境に合わせてさまざまな生殖リズムを持っている。脊椎動物の生殖中枢は、視
床下部－下垂体系を中心とした生殖神経内分泌系であるが、感覚系から入力された環境情報が
どのようなしくみで生殖中枢の働きを周期的に調節しているのかは、まだよくわかっていない。
また、生物リズムの形成には、松果体に存在する体内時計と、光の情報を中枢と全身に伝える
ホルモンであるメラトニンが重要な役割を持つと考えられるが、両者の機能的相互作用や、生
物リズム調節系が生殖中枢の機能を周期的に調節するメカニズムは不明である。 
 本研究では、初夏の新月と満月の日の満潮前に海岸の一角に集まり産卵するクサフグを研究
モデルとして、その半月周性（2 週間周期）の産卵リズムを調節するしくみについて、体内時
計と光、潮汐による調節の観点から研究を進めた。また、そのリズムの可塑性について、地域
多様性という点から研究を行った。研究開始当初の背景として、本研究開始以前に明らかにな
っていた主な点を次に挙げる。 
 
（1）松果体に関する知見：メラトニン分泌量は、暗期に高く明期に低いという明瞭な日周変
動を示す。松果体においてメラトニン受容体（MelR）遺伝子は、約 15時間周期の日内変動を
示し、概日時計遺伝子 Periodは約 24時間周期の概日変動を示す。クサフグの松果体には、潮
汐サイクルに同調する体内時計と概日時計の 2種類の体内時計が存在する可能性がある。 
（2）生殖神経内分泌系に関する知見: 生殖機能を調節する神経ホルモンである生殖腺刺激ホル
モン放出ホルモン（GnRH）、生殖腺刺激ホルモン放出抑制ホルモン（GnIH）、キスペプチン
の各遺伝子発現量は日周変動、概日変動、月周変動を示す。中でも GnRH2 遺伝子は、約 15
時間周期の日内変動を示すと共に、1か月間に2つのピークを持つ半月周性の変動を示す。MelR
遺伝子は、生殖神経内分泌系が含まれる間脳においても約 15 時間周期で発現変動する。間脳
のトランスクリプトーム解析を行い、約 15 時間周期で発現変動する遺伝子を探索した結果、
約 200個の候補遺伝子が得られた。 
（3）野外および飼育下における産卵リズムに関する知見：野外の産卵行動調査において、干
満の潮位差が大きい九州では、明瞭な半月周性の産卵リズムが見られる。一方、干満差がほと
んどない佐渡では、クサフグは月齢に関係なく一定数の魚が毎日産卵場に集まる。しかし、産
卵リズムは不明である。また、九州集団の成熟した雌雄個体を、底面に石で斜面を作った水槽
で飼育し、水位一定/恒暗条件下で行動観察した結果、魚は大潮の日の満潮の前に斜面に集合し
た。クサフグは内因性の半月周性の産卵行動リズムを持つ。 
 
２．研究の目的 
 これらの結果より、体内時計と光、潮汐による半月周性の産卵リズムの調節機構を明らかに
することを目的として、生殖神経内分泌系の神経解剖学的構造の解明、潮汐サイクルに同調す
る新規の体内時計の分子機構の解明、メラトニンを介した光による産卵リズムの調節、さらに
産卵リズム形成における潮汐サイクルの役割という 4点について、研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）生殖神経内分泌系の神経解剖学的構造の解明 
クサフグの GnIH 前駆体、GnIH 受容体（GnIH-R）、キスペプチン（Kiss2）前駆体、キス
ペプチン受容体（Kiss2r）の部分配列を基にしてペプチドを合成し、それに対する抗体を作製
した。産卵期にクサフグを採集し、脳を摘出して 4％PFAで固定後、脳の薄切切片を作製して
ABC法による免疫染色を行った。 
 
（2）潮汐サイクルに同調する新規の体内時計の分子機構の解明 
①松果体のトランスクリプトーム解析－約 15時間周期で発現変動する遺伝子の網羅的同定 
産卵期にクサフグを採集し、恒暗条件下で 2-3日間飼育した後、6時間おきに 3回（CT18、

CT0、CT6）、松果体をサンプリングした。各試料の RNAを調製して cDNAライブラリーを作
製し、次世代シーケンサー（NovaSeq6000、イルミナ社）を用いてシークエンスした。得られ
た配列データについて、トラフグゲノムを用いてマッピング、アノテーションを行った。各遺
伝子の発現量を 3試料間で比較して変化する遺伝子を選び出した。 
 
②トランスジェニッククサフグとゼブラフィッシュを用いた GnRH2遺伝子の転写調節機構の
解析 
クサフグ gnrh2の 5’上流域（1.1 kbp）を PCR法で増幅し、EGFPベクターに挿入した。
産卵期にクサフグを採集し、受精卵に gnrh2:egfpコンストラクトをマイクロインジェクション
した。胚、仔魚、若魚における EGFP の発現を蛍光顕微鏡で観察すると共に、PCR 法によっ
てジェノタイピングを行った。また、同コンストラクトをゼブラフィッシュ受精卵にマイクロ
インジェクションして、クサフグと同様に解析した。 
 
（3）メラトニンを介した光による産卵リズムの調節 
①血中メラトニン濃度の月齢に伴った変動 
産卵期にクサフグを採集し、自然日長下で 1カ月間飼育した。5日おきに 6回（月齢 0、5、



10、15、20、25）、毎回 ZT18（暗期の中点）に血液を採取した。血液中のメラトニン量を
LC-MS/MS法により測定した。 
 
②弱光暴露実験－血中メラトニン濃度と生殖調節神経ホルモンの遺伝子発現に対する影響 
産卵期にクサフグを採集し、自然日長下で飼育後、暗期開始時から 6時間、月明かり程度の
弱光（~ 0.5 lux）に暴露した。脳と血液をサンプリングして、生殖調節神経ホルモン遺伝子の
発現量をリアルタイム PCR法で解析した。また、血液中のメラトニン量を LC-MS/MS法によ
り測定した。 
 
③メラトニン合成酵素（アラルキルアミン N-アセチルトランスフェラーゼ、AANAT）遺伝子
のノックアウトクサフグの作製 

aanat2をターゲットとしたガイド RNAを作製し、Cas9ヌクレアーゼのmRNAあるいはタ
ンパク質と共にクサフグ受精卵にマイクロインジェクションした。尻びれから DNA を調製し
て PCR法によってジェノタイピングし、変異導入個体を選び出した。 
 
（4）産卵リズム形成における潮汐サイクルの役割 
潮位差が最大 30 cm しかない佐渡島の産卵場において、平成 28、29、30 年の 5月末～7月末
の産卵期のほぼ毎日、産卵のために集合したクサフグの個体数と集団産卵が起こった回数と時
間を記録した。 
 
４．研究成果 
（1）生殖神経内分泌系の神経解剖学的構造の解明 
クサフグの脳内において、Kiss2免疫陽性細胞は、視索前野の大細胞性視索前核（PMm）の
みに局在していた。また、Kiss2r 免疫陽性細胞は、PMm と視床内側核、糸球体前核（Pgm）
に分布していた。一方、GnIH免疫陽性細胞は PMm と半円隆起に、GnIH-R免疫陽性細胞は
終脳および PMm、Pgmに分布していた。PMmではこれらの 4分子が共局在し、Kiss2と GnIH
の自己分泌調節、Kiss2ニューロンと GnIHニューロン間での機能的相互作用（シナプス接続
や細胞体間および神経軸索間の接続）の可能性が示された。さらに、PMmには GnRHニュー
ロンを含む、下垂体ホルモンの分泌を調節する神経ホルモン分泌細胞が分布していると考えら
れ、Kiss2、GnIHと GnRHのニューロン間の機能的相互作用を支持する形態学的基盤が明ら
かにされた。 
 
（2）潮汐サイクルに同調する新規の体内時計の分子機構の解明 
①松果体のトランスクリプトーム解析－約 15時間周期で発現変動する遺伝子の網羅的同定 
 松果体で発現していた約 20000個の遺伝子のうち、約 800個の遺伝子が約 15時間周期で発
現変動することが推定された。これらの遺伝子には、神経細胞間の情報伝達に関わる分子をコ
ードする遺伝子が多数含まれていた。これらの遺伝子は、松果体あるいは間脳に存在すると考
えられる概潮汐時計を形成する分子群や概潮汐時計によって調節される分子群をコードする遺
伝子であると考えられる。 
 
②トランスジェニッククサフグとゼブラフィッシュを用いた GnRH2遺伝子の転写調節機構の
解析 
クサフグの約 3300 個の受精卵にマイクロインジェクションを行い、9％の個体で EGFP の
蛍光が観察された。ゼブラフィッシュにおいても、約 3300 個の受精卵にマイクロインジェク
ションを行い、13％の個体で EGFP の蛍光が観察された。EGFP の蛍光は、クサフグの胚お
よび仔魚において、GnRH2 ニューロンと思われる中脳被蓋領域の細胞に特異的に見られた。
また、ゼブラフィッシュにおいても、主に中脳領域の細胞に観察され、個体の成長が進むにつ
れて他の組織での発現が少なくなった。クサフグ GnRH2遺伝子 5’上流域 1.1 kbpは種を超
えて細胞特異的なプロモーター活性を有していると考えられる。また、ジェノタイピングの結
果、クサフグ 4匹、ゼブラフィッシュ 6匹で導入 DNAのゲノムへの挿入が確認された。しか
し、稚仔魚の安定した成育が難しく、クサフグ、ゼブラフィッシュ共に遺伝子改変系統の作製
には至らなかった。インジェクションしたゼブラフィッシュ仔魚（F0）において、EGFP遺伝
子の発現量の日内変動をリアルタイム PCR 法で解析した結果、クサフグ GnRH2 遺伝子プロ
モーターによる発現量は時間に伴って変動する傾向が示された。 
 
（3）メラトニンを介した光による産卵リズムの調節 
①血中メラトニン濃度の月齢に伴った変動 

ZT18（暗期の中点）におけるメラトニン量の月齢に伴った変動を、平成 22 年、29 年、30
年に採集した試料を用いて解析した。その結果、いずれの年も統計的に有意な変動は得られな
かった。しかし、平成 22年と 30年において、新月（月齢 0日）と満月（月齢 15）の量を比
較すると、新月の方が満月より高い傾向が得られた。 

 
 



②弱光暴露実験－血中メラトニン濃度と生殖調節神経ホルモンの遺伝子発現に対する影響 
月光に近い照度（0.1～1.4 lx）の光への暴露により、GnIHとキスペプチンおよびそれらの
受容体の遺伝子発現量が低下する傾向が得られた。また、弱光暴露群では、血液中のメラトニ
ン量が恒暗および恒明暴露群に比べて優位に上昇した。産卵期のクサフグでは、弱光に対する
感受性が高く、弱光が生殖調節神経ホルモンの発現に影響することが示唆された。 
 
③メラトニン合成酵素（アラルキルアミン N-アセチルトランスフェラーゼ、AANAT）遺伝子
のノックアウトクサフグの作製 

CRISPR/Cas9法による aanat2 KOクサフグの作製を試みた。クサフグの約 1,700個の受精
卵にマイクロインジェクションを行ない、孵化率は 35％（523匹）、孵化後 3ヶ月の仔/稚魚生
残率は 22％（115匹）であった。全長が約 5 cmとなった孵化後 4ヶ月でジェノタイピングを
行った結果、変異導入効率は 30％で、71匹の変異導入個体（F0）を得ることができた。 
 
（4）産卵リズム形成における潮汐サイクルの役割 
平成 28、29、30 年の産卵期に佐渡島の産卵場で野外調査を行った。3年共に、産卵期の間に
は毎日ほぼ一定の数の魚が産卵場に集合した。しかし、集団産卵の回数は周期的に変化した。
特に、平成 28年では集団産卵の回数に約 2週間の周期性が見られた。クサフグは、産卵場に集
まる魚の 9割はオスであり、オスはほぼ毎日産卵場に訪れて放精を繰り返すが、メスは産卵期
中に 1回から数回しか産卵場に訪れない。すなわち、産卵場に集合する個体数はオスの数、集
団産卵の回数はメスの数に対応する。したがって、潮汐差が小さい佐渡島では、オスは半月周
性のリズムを持たないが、メスは半月周性の産卵リズムを持つと考えられる。本研究結果から、
クサフグの半月周性の産卵リズムの形成には潮汐サイクルが重要であるが、オスでは産卵リズ
ムは潮汐サイクルに強く依存するが、メスでは潮汐サイクルに対する依存性は低く、体内時計
や他の環境同調因子に依存することが明らかになった。 
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