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１．研究計画の概要 

不完全変態の直翅目昆虫コオロギと無翅
目昆虫シミの概日時計の分子機構を明らか
にすることにより、昆虫時計発振の分子機構
の一般性と多様性を検討するとともに、その
行動リズムおよび光周性への関与を明らか
にすることを目的とする。具体的には、①各
種光条件下での時計遺伝子 mRNA の発現リズ
ムの解析、②時計蛋白質の発現リズムと細胞
内挙動の解析、③RNA 干渉を利用した振動機
構および光周測時機構における時計遺伝子
機能の解析の 3点に絞って解析を進め、直翅
目および無翅目昆虫での概日時計発振の分
子機構の解明とその行動および光周測時機
構における役割の解明を目指す。 
 
２．研究の進捗状況 
(1) フタホシコオロギの概日時計振動機構
に関しては、時計遺伝子 period (per), 
timeless (tim), Clock (Clk), 
cryptochrome2 (cry2)の cDNA の取得に成功
し、それらの構造と機能の解析を進めている。
これまでに、per, tim が周期的に発現するこ
と、per, Clk の RNAi では mRNA の発現抑制と
伴に、行動リズムも mRNA 発現リズムも完全
に停止することを明らかにした。しかし、tim
の RNAi では、ｍRNA の発現は抑制されるが活
動リズムは継続すること、Clk mRNA 発現には
日周期性が無いこと、また、CLK には転写活
性化領域を欠くことなどから、コオロギ時計
機構はショウジョウバエ型の振動機構とは
異なることが明らかとなった。 
(2)シミの時計機構に関しては、tim, Clk お

よびcycle (cyc)のcDNAを取得した。tim, Clk 
では RNAi により mRNA の発現抑制と行動リズ
ムの消失が起こることを明らかにした。tim, 
Clk の発現には周期性は無く、Clk に転写活
性化領域が無く、cyc に転写活性化領域があ
ることを明らかにした。これらの結果から、
シミ時計機構はハエ型ではなく、むしろ哺乳
類に類似していることが示唆された。 
(3)光周性に関してはタンボコオロギを用い
て per、tim 遺伝子の cDNA をクローニングに
より取得し、それらの RNAi により、時計機
構の光周性における役割を検討した。その結
果、per の RNAi では時計が停止し、かつ光周
反応も完全に阻害されることが明らかとな
った。これらの結果から、概日時計の振動が
光周測時機構に必須であることが示唆され
た。さらに、opsin の cDNA を取得し、RNAi
による解析を行った結果、光周反応が部分的
ではあるが阻害されることから、光周受容系
には複眼オプシンが関係することを明らか
にした。 
 
３．現在までの達成度 
②概ね順調に進展している 
当初取得を予定していた時計遺伝子の

cDNA を大部分既に取得し、それらの明暗周期
下および恒暗条件下での発現リズムの解析
を終え、また RNA 干渉による発現抑制を用い
た機能解析を進めている。RNA 干渉による時
計遺伝子機能の解析はハエを除いて昆虫で
は初めての個体レベルでの成功例である。こ
れらの解析の結果、概日時計機構に関しては
直翅目および無翅目昆虫の時計機構が、ショ
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ウジョウバエとは大きく異なることを明ら
かにしつつある。無翅目は最も原始的な昆虫
の一つに位置づけられ、本研究の成果は昆虫
時計機構の一般性と多様性の理解に大きく
貢献するものと考えている。一方、光周測時
機構に関しても、時計遺伝子 RNAi による概
日時計の停止が光周反応を完全に阻害する
ことを明らかにした。この発見は、光周測時
機構を概日時計の光周期への反応として捉
えることができることを示しており、今後の
光周測時機構の分子メカニズムの解明に大
きく近づいたと考えている。一方、従来から
光周測時機構には複眼が関与することが示
唆されてきたが、本研究によりオプシンの関
与を始めて明らかにした。この成果は、概日
時計の光周反応のメカニズムを明らかにす
る布石となる。 
 
４．今後の研究の推進方策 

時計の分子振動系は、時計遺伝子とその産
物タンパク質のネットワークにより成り立
っている。今後は、このネットワークの解明
を目指して、各遺伝子の RNAi によるノック
ダウンが他の時計遺伝子の発現リズムにど
のような影響を及ぼすかを検討する予定で
ある。また、既に作成した抗体を用いて
Western blot 解析を行い、時計遺伝子産物タ
ンパク質の時間的発現パターンの解析を行
う計画である。これら遺伝子、タンパク質等
に関する結果をハエ等の既知の例と比較検
討し、昆虫の概日時計の振動機構の多様性の
理解を目指す。技術面では、per のプロモー
ター領域を取得し、GFP や Luciferase 遺伝子
と連結したコンストラクトを作成すること
により、in vitro アッセイ系やトランスジェ
ニック系を用いた、より簡便な遺伝子発現ア
ッセイ系を確立し、より効率的な研究展開に
資することも考えている。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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