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研究成果の概要（和文）：新月と満月の日に産卵を繰り返すクサフグを用いて、半月周性の産卵リズムを刻む“
月周時計”の分子基盤を確立するため、クサフグ脳のトランスクリプトーム解析を行い、月齢に伴って発現変動
する遺伝子群を網羅的に解析した。産卵期の1カ月間に6回、脳を採集してRNA-Seq解析を行った結果、概潮汐リ
ズムに関連すると考えられるmelやnpasや概日時計遺伝子を含む多くの遺伝子が、新月と満月に発現量の底ある
いはピークを持つ半月周期の発現変動を示すことが明らかになった。概日時計と概潮汐時計が相互作用して半月
周期の転写調節に関わる可能性と、それらとは独立した分子群が“半月周時計”を作る可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：To establish the molecular basis of a novel clock mechanism underlying the 
semilunar-synchronized spawning rhythm of the grass puffer, a transcriptome analysis was conducted 
in the telencephalon and diencephalon by RNA-Seq to search genes that exhibit lunar age-dependent 
oscillations in expression. The brains were sampled at midnight every 5 days in a lunar month. More 
than 7000 genes from approximately 19000 expressed genes showed semilunar oscillations in expression
 with two peaks or troughs at the night of new moon and full moon. These included circadian genes 
and ultradian oscillation genes that may be related to a circatidal clock in the grass puffer.

研究分野： 生殖内分泌学、神経内分泌学

キーワード： 月周リズム　概日時計　生殖リズム　視床下部　トランスクリプトーム　クリプトクローム　フグゲノ
ム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物リズムを調節する分子機構については、24時間周期の概日リズムについて詳細な研究が進められているが、
それ以外の周期を持つ生物リズムについてはわかっていない。月齢に同調したリズムについて、サンゴやゴカイ
などの研究から、（半）月周リズムは概日リズムの発振機構とは独立していることが示唆されているが、その分
子機構は不明である。本研究では、新月と満月の日に産卵を繰り返すクサフグを用いて、脳内で月齢に伴って発
現量が変動する遺伝子群を網羅的に探索し、半月周性の産卵リズムを刻む“半月周時計”の分子的基盤を確立し
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

地球上の生物は、ほぼ 24 時間を 1 周期とする概日リズムを持っている。このリズムを作る

体内時計（概日時計）は、脳の視床下部あるいは松果体に存在し、複数の概日時計遺伝子の転

写と翻訳の調節によって駆動されている。近年、1 日より長い周期の生物リズム（概月リズム

や概年リズムなど）や短い周期の生物リズム（概潮汐リズムなど）の存在が報告され、生物リ

ズムの多様性として注目されているが、その分子機構はほとんど明らかになっていない。我々

は、これまで半月周性（2 週間周期）の産卵リズムを持つクサフグを用いて、月齢に同調した

生物時計（月周時計）の分子機構について研究してきた。本研究開始当初までに、主に次の 4

点が明らかになっていた：1）クサフグは、水槽内の一定の環境条件下で半月周性の行動リズム

を示し、内因性の半月周リズムを持つ、2）視床下部の生殖調節神経ホルモンの遺伝子発現は、

日周変動を示し、概日時計とメラトニンによって調節される、3）複数の生殖調節神経ホルモン

の遺伝子発現は月周変動を示す、4）概日時計遺伝子の一つであるクリプトクローム（Cry）1

の発現は月周変動を示す。これらの知見から、クサフグの脳には月周に同調した遺伝子発現リ

ズムを作る周期的転写調節のしくみ、すなわち“月周時計”が存在すると考えられる。そこで

本研究では、その月周時計の分子的実体を解明する基盤を確立するため、クサフグの脳内で発

現量が月周発現する遺伝子を網羅的に探索し、Cry との関連を明らかにすることを計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、新月と満月の日に産卵を繰り返すクサフグを用いて、半月周性の産卵リズムを刻

む“月周時計”の分子基盤を確立することを目的とする。そのため、クサフグ脳のトランスク

リプトーム解析を行い、月齢に伴って発現変動する遺伝子群を網羅的に解析し、月周時計を構

成する分子群および月周時計の調節を受ける分子群の候補を探索した。また、月周リズムの発

振に関わると考えられる Cry ファミリー遺伝子の月周変動を解析した。 
 
３．研究の方法 
 産卵期に野生のクサフグ雄の成魚（n = 48、平均体重 55.7 g、平均生殖腺指数 4.5%）を捕獲

し、佐渡臨海実験所で自然日長下（14 時間明期、10 時間暗期）で飼育した。月齢 24.0、29.0

（新月）、4.7、9.7、14.7（満月）、19.7、24.7 の日の暗期（ZT18）に、微弱赤色光下で脳を採

取して終脳と間脳試料を得た。両試料から RNA を調製し、各試料中に含まれるキスペプチン

（Kiss2）と生殖腺刺激ホルモン放出抑制ホルモン（GnIH）およびそれらの受容体（Kiss2r と

GnIHR）の各遺伝子の発現量をリアルタイム PCR 法で解析した。また、クサフグの間脳において

約 15 時間周期のウルトラディアン発現リズム示し、概潮汐リズムの形成に関わると考えられる

メラトニン受容体 1b遺伝子（mel1b）と Neuronal PAS domain protein 3 遺伝子（npas3） の

発現量の変化も解析した。 

月齢 24.0 を除く 6群（29.0～24.7）のそれぞれ 3個体について、終脳と間脳の RNA 試料を混

合したものを材料としてシークエンスライブラリーを作製し、NovaSeq 6000（illumina）によ

り RNA シークエンスを行った。シークエンス解析によって得られたリード配列をトラフグゲノ

ム配列にマッピングし、ゲノム位置情報からアノテーションを行って、遺伝子毎に発現量を算

出した。得られた発現量に対して多群間比較を行い、発現変動遺伝子群の階層クラスタリング

解析と KEGG Pathway を用いた頻度解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）月周変動解析試料中の kiss2、kiss2r、ginh、ginhr、mel1b、npas3 の発現量の変化 

終脳/間脳試料において、kiss2、kiss2r、ginh、ginhr の各遺伝子の発現量は、よく似た変

動パターンを示し、新月と満月にピークを持つ半月周期の変動を示した。また、mel1b と npas3 

も半月周期の変動を示し、クサフグの半月周性産卵リズムが概潮汐時計と概日時計の相互作用

によって作られる可能性が示された（ビート仮説）。 

 

（２）終脳/間脳のトランスクリプトーム解析 

シークエンスに十分なライブラリーが作製できなかった 1個体を除く 17個体（6群）の RNA



シークエンスを行った。それぞれ、約 100,000,000 個のリード配列が得られ、その約 94％がト

ラフグゲノム配列にマッピングされた。総発現遺伝子数は、18896 個であった。これらのうち、

6群のいずれかの群で発現変動を示した遺伝子は 7556 個であった。これらの遺伝子群のクラス

タリング解析を行った結果、７つのクラスターに分けられ、これらは大きく次の 3つの発現パ

ータンを示した：グループ① 新月と満月に発現量が減少して半月周期で変動する、グループ② 

新月と満月に発現量が増加して半月周期で変動する、グループ③ 月齢に伴った変動を示さない。

グループ①の遺伝子群（5121 個）は、発現レベルが低く、Neuroactive ligand-receptor 

interaction Pathway などに最も多く含まれる遺伝子群であった。また、mel1b や npas3、概日

時計遺伝子である per が含まれていた。グループ②の遺伝子群（1993 個）は発現レベルが高く、

Oxidative phosphorylation Pathway などに最も多く含まれる遺伝子群であった。グループ③

の遺伝子群（442 個）は発現レベルが中程度で、Cell adhesion molecules Pathway などに最も

多く含まれる遺伝子群であった。これらの結果より、クサフグ脳内では、全発現遺伝子の約 3

分の 1の遺伝子が、新月と満月に発現量の底あるいはピークを持つ半月周期の発現変動を示す

ことが明らかになった。 

 

（３）Cry ファミリー遺伝子の月周変動 
Cry ファミリー遺伝子のうち、cry1 は新月と満月に発現量が低下する半月周期の変動パター

ンを示したが、cry2 と crydash は変化しなかった。 

 

以上の結果から、クサフグの脳内において、cry や per の概日時計遺伝子、概潮汐リズムに

関連すると考えられるmelやnpasを含む多くの遺伝子が半月周期の発現変動を示すことが明ら

かになった。概日時計と概潮汐時計に関わる分子群が相互作用して半月周期の転写調節に関わ

る可能性と、それらとは独立した“半月周時計”を作る分子群がある可能性が考えられる。 
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