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研究成果の概要（和文）：月周性を示す熱帯性魚類が月から得られる周期的な環境情報を内因性の情報に伝達す
る機構については不明な点が多い。本研究は、ヤイトハタの主時計の実体の解明を目的として行われた。時計遺
伝子（Per2）の発現変化をwhole mount in-situ hybridizationで調べた結果、松果体での発現は受精後90時間
から見られ、暗期に減少して明期に増加した。明暗条件下で飼育した幼魚のPer2の発現量は脳下垂体と松果体に
おいて昼に高く、夜に低くなった。恒暗条件では脳下垂体や松果体でのPer2の日周変化が消失した。以上の結果
からヤイトハタの主時計は松果体にある可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is not known how tropical fish with lunar synchrony utilize cues from the
 moon and transduce them into internal signals. The present study aimed to clarify the location of 
master clock in the brain of the Malabar grouper, which repeat spawning around the new moon period. 
Whole mount in-situ hybridization revealed that a day-high and night-low rhythm of Per2 appeared in 
the pineal gland of 90-h embryos. Under light-dark conditions, expressions of Per2 in the pineal and
 pituitary glands of immature fish showed daily variation with an increase during daytime. Daily 
variation of Per2 in the pituitary gland and pineal gland disappeared under constant dark conditions
 It is concluded that the master clock of this fish exists in the pineal gland. 

研究分野：魚類生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類では主時計が視交叉上核にあることはよく知られているが、魚類では主時計が松果体か視交叉上核にある
かについては議論が分かれる。本研究では、月周性産卵を示すハタ科魚類の主時計の存在部位をあきらかにする
ことができた。この結果は、海産スズキ目の阪における主時計の存在を示した点で時間生物学的な観点でインパ
クトがある。また、ハタ科魚類の産卵の時刻合わせを光（もしくは月光）で制御することへの道筋を開いたこと
から、水産学的観点で応用的な価値も持っている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
内因性の時計（生物時計）は、生物が外部環境変化を予期しつつ対応し、個の生存と種の繁栄を

保障する仕組みである。生物時計のうち、概日時計は約 24時間の周期で繰り返される睡眠覚醒
などに関与し、環境の明暗変化が主たる同調因子となっている。浅海性の生物には、約 24時間
の周期性に加えて、水域の環境変化に合わせた約 12.4時間周期（潮汐周期）や約 29.4日周期（月

周期）が成長、摂餌、回遊、そして繁殖などに見られる（Takemura et al., 2010）。潮汐周期や月周
期は恒常条件下で自律振動する場合があり、生物時計（それぞれ概潮汐時計や概月時計）が時刻

合わせに関与していることが考えられている。 
哺乳類では概日周期を統合するマスタークロック（主時計）が視床下部の視交叉上核に局在し

ていることはよく知られている。これに対し、魚類では恒常条件下で自律振動する細胞群が脳内

の松果体や間脳域などに認められることから、主時計の脳内局在部位については見解が分かれ

ている。さらに、概日時計以外の周期を統合する生物時計の実体や脳内局在部位については全く

分かっていない。成長や生殖等を制御する内分泌系が生物時計とどのように関連しつつ活性化

されて周期性をうみだしているのかについても不明なままである。 
 申請者のこれまでの研究から、産卵周期に月周性を示す魚類（アイゴ類やハタ類）の概日時計

関連遺伝子は脳内で日周変動することに加えて、その発現量は月光の量的変化を同調因子とし

て月相間で変動することが明らかとなっている。加えて、月光遮断実験などを行うことにより、

魚類の月周性の時刻合わせに関わる生物時計は、ある時点から時間を計測するタイマー型の生

物時計（タイマー型砂時計）であることを示した（Fukushiro et al., 2011）。これらの結果から、魚
類の主時計と概月時計の脳内部位を特定し、それらの関連性を明らかにすることが日周性と月

周性にかかわる時刻合わせ機構を一気に解決する手段になり得ると考えた。 
 熱帯・亜熱帯の浅海域に生息する魚類の多くは月周性産卵周期を持ち、月一回の産卵を種ごと

に決まった月相で繰り返す。例えば、アイゴ類のうちのアミアイゴは新月付近で、ゴマアイゴは

上弦の月（新月から 7日目）付近で、そしてハナアイゴは下弦の月（満月から 7日目）付近で産
卵する。産卵周期に月周性を示すこれらの魚類の配偶子形成から産卵にいたる過程は、他魚種と

同じく視床下部−脳下垂体−生殖腺（HPG）軸から分泌される様々なホルモンによって制御されて

いるが（Takemura et al., 2010）、彼らに特徴的なことは、月から得られる周期的な環境情報を約
一ヵ月周期の内因性の情報に伝達し、特定月相での HPG軸からのホルモンの分泌の引き金を引
いていることである。従って、月相の認識と内部情報への転換は、HPG 軸の近傍の視床下部、
もしくはより上位部位において行われていると推測される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、松果体と間脳域（視交叉上核）に着目し、ハタ科魚類の概日時計を司る主時計の局

在と概月性を司るタイマー型砂時計の実体解明を目指すことを目的とする。この目的を達成す

るために、（1）仔稚魚期から幼魚期の松果体と視交叉上核における概日時計関連遺伝子群の発現
パターンを追跡するとともに、（2）ハタ科魚類（ヤイトハタ）における概日性の主時計と月周性
に関わるタイマー型砂時計との関連性を明らかにする。 
  
３．研究の方法 
（1）実験魚：本研究ではスズキ目ハタ科マハタ属のヤイトハタ（Bloch and Schneider, 1801）を
対象に実験を行った。定量 PCR法および In situ hybridization（ISH）法に用いたヤイトハタ幼魚
は、栽培漁業センターから分与を受け、瀬底研究施設で飼育された個体（n = 100, 全長 13.5 ± 2.6
㎝）であった。自然日長条件下（明期 13時間、暗期 11時間）における、昼 12時と夜 12時の 2
回にわたってヤイトハタから組織を採取した。摘出した松果体と視床下部域を含む脳領域はそ

れぞれ定量 PCR法と ISH法へと供した。また、明暗条件下（明期 13時間、暗期 11時間）での
馴致の後に、恒暗条件下へと切り替えた状態においても、同様の組織採取を行った。Whole mount 
ISH（WISH）法に用いたヤイトハタ受精卵（約 30 g）は、2019年 7月 1日 20時 30分頃に栽培
漁業センターで採集され、瀬底研究施設水槽棟屋上ガラス室に設置したクリアバンタンク（1ト



ン）へと移送したものであった。孵化後、7月 3日から 7月 8日の 8:30、14:30、20:30の各時間
において仔稚魚（n = 6）を採取し、4%パラホルムアルデヒド/リン酸緩衝生理食塩水（4％PFA/PBS）
で固定した。これらは受精後 60時間から 186時間の個体であった。また、同様の操作を栽培漁
業センターにおいても行った。 
 
（2）RNAプローブの作成：ハイブリダイゼーションに用いた DIG標識 RNAプローブはヤイト
ハタの脳由来の cDNAを鋳型とした PCR法によって作成された。PCR反応には鋳型 DNAを含
む、1 % TaKaRa LA Taq（TaKaRa）、10 % LA PCRバッファー、2.5 mM MgCl₂、16 % dNTP Mixture、
0.2 mM フォワードおよびリバースプライマー（Table 1）を用いた。PCRによって得られた DNA
断片を 2%アガロースゲルによる電気泳動によって分離させ、ゲル上の目的のバンドを Wizard 
SV Gel and PCR Clean-Up System（Promega）を用いて抽出し、Agencourt AMPure XP（Beckman 
Coulter, Fullerton, CA, USA）によって精製した。そして、DIG RNA Labeling Kit (T7; Roche, 
Indianapolis, IN, USA)を用いて精製した DNA から転写反応によって DIG 標識 RNA プローブを
合成した。 
 
（3）ISH：Per2遺伝子の RNAプローブの有用性の検証のため、ヤイトハタの脳の視蓋と小脳が
含まれるパラフィン切片に対して ISH法を用いた予備実験を行った。2019年 11月 11日にNAICe
で得たヤイトハタ 3個体の脳を、RNase Quiet（NACALAI TESQUE, 京都）で処理したピンセッ
トとハサミを用いて採取し、PFA/PBSに浸漬し固定した。固定された組織は常法に従ってエタノ
ール系列での脱水とキシレンでの透徹を行ない、ヒストパラフィン（Leica Biosystems Richmond, 
Richmond, USA）に包埋した。その後、ミクロトームを用いて 5µm厚の連続切片を作成して、脱
パラフィン処理を行った。そして 10µg/ml プロテアーゼ K（Sigma-Aldrich）溶液中に 15分間 37℃
で浸漬しプロテアーゼ処理を行った。次に、プレハイブリダイゼーション溶液中（4×SSC、50% 
ホルムアミド）へと移し、30 分間室温で静置した。その後、組織をハイブリダイゼーション溶
液（50% ホルムアミド、10% デキストラン硫酸、2×SSC、0.02% SDS、0.01% Salmon sperm DNA、
0.2% RNAプローブ）に 55℃で 10時間浸漬することでハイブリダイズさせた。SSCによる洗浄
の後に、ブロッキング液（Roche）をプレパラートに滴下し室温で 1時間静置した。さらに、0.2％ 
Alkaline Phosphatase conjugated anti-DIG antibody Fab fragment（Roche）をブロッキング液に加え、
スライドに滴下し、4℃で一晩静置した。発色反応は発色バッファー（1％ 100×NBT ＋1％ 
100×BCIP＋10％ 10×AP buffer 5ml＋DW 45ml）を用いて行った。 

WISH 法を用いてヤイトハタ仔魚の発生過程における Per2 遺伝子の発現解析を行った。採取
したヤイトハタ仔魚を 24ウェルプレート（COSMO、Tokyo）内で再水和処理を行った。10μg/ml 
プロテアーゼ K 溶液中に 30 分間室温で浸漬し、続いて、ハイブリダイゼーションバッファー
（以下 HBとする。50%ホルムアミド、5×SSC、0.1% Tween20、pH = 6.0）にサンプルを入れ、ハ
イブリダイゼーションオーブン（EYELA、Tokyo）で 55℃、4時間静置した。ハイブリダイズに
は、HB中に 0.1％ Salmon sperm DNAと、0.2%RNAプローブを加えた溶液を用いて、振盪しな
がら 55℃で一晩反応させた。そして、SSC-Tween による洗浄の後に、ブロッキング液に浸漬し
1時間静置した。Alkaline Phosphatase conjugated anti-DIG antibody Fab fragmentをブロッキング溶
液で 500 倍希釈し、サンプルを浸漬して 2 時間室温で静置した。発色反応には NBT/BCIP と
Alkaline Tris Buffer（1M Tris HCl、1M MgCl₂、5M NaCl、20% Tween20）を用いた。PBS-Tweenに
よる洗浄後、100％グリセロールに振盪しながら一晩おいて透徹処理を行った。サンプル像の撮
影には実体顕微鏡（OLYMPUS、Tokyo）および、倒立型蛍光顕微鏡（BZ-X700, KEYENCE, 大阪、
日本）を用いた。 
 
（4）定量リアルタイム PCR法（qPCR法）：ヤイトハタ松果体における Per2遺伝子の昼夜変動
を明らかにするため qPCR法を用いた遺伝子発現解析を行った。摘出された松果体（10個体分）
から全 RNAを抽出し、逆転写反応により 1本鎖 cDNAを合成した。qPCR には SYBR® Premix 
Ex Taq（TaKaRa）を使用し、CFX96 リアルタイム PCR システム（Bio-Rad Laboratories, CA, USA）
を用いて行った。mgPer2 遺伝子の発現定量に用いたプライマーはクローニングによって得られ
た塩基配列を元に設計した。cDNAの希釈系列を用いて検量線を作成し、適切な増幅効率と、高
い特異性を示す測定系を構築した。qPCRのプログラムは 95℃30 秒で 1サイクル、95℃5秒、



60℃30秒を 40 サイクルのプロトコルで行った。標的遺伝子の発現量は ΔΔCq法により mgEf1α

遺伝子の発現量に対する相対値として算出した。得られた Per2 遺伝子の発現量を t 検定によ
り 2 つの実験群の発現量を統計的に比較した。なお、本研究では P ＜ 0.05 で統計的に有
意差があるとした。 
 
４．研究成果 

（1）Per2 遺伝子の発現局在および発現変動：ヤイトハタの受精後 60時間から 186時間の
各時点において、Per2 遺伝子の発現を WISH によって調べた。ヤイトハタ仔稚魚の目にお
けるメラニン色素の集積は、受精後 90 時間から始まり、同 96 時間から眼全体が黒化した
（図 1A）。また、ヤイトハタ仔稚魚における開口は受精後 96時間から見られた。 

脳内における Per2遺伝子の発現は、手綱核（Habenula；Hb）、嗅球（Olfactory bulb; OB）、
視交叉上核（SCN）、および松果体（PG）に確認された（図 1B）。手綱核、嗅球、および視
交叉上核における同遺伝子の発現は、受精後 96時間から確認され、受精後 108時間を除い
てすべての時点で見られた（図 1B）。一方、松果体における Per2遺伝子の発現は受精後 90
時間から見られた（図 1B）。この部位における Per2遺伝子の発現は暗期（受精後 96と 120
時間）に減少し、明期（受精後 114と 132時間）に増加する日周変動を示した（図 1C）。 
本種の SCN では Per2 遺伝子は周期的な発現変動を示さず、ヤイトハタにおいては SCN
に主時計が存在しない可能性が高い。魚類の SCNにおける Per2遺伝子発現の周期性につい
て、いくつかの魚種において研究が行われている。WISHによって仔魚期のゼブラフィッシ
ュの Per2遺伝子の発現を 4時間間隔で調べたところ、胚間に染色の有意な変動は観察され
ず、SCNにおいて Per2遺伝子の発現は確認されなかった（Delaunay et al., 2003）。この結果
は、Per2 遺伝子発現の周期性の有無という観点において本研究の結果と一致した。すなわ
ち、本種においてもメダカやゼブラフィッシュと同様に SCN以外の領域に主時計が存在す
る可能性が考えられた。一方、ヒラメ仔魚を用いた先行研究では、Per2遺伝子の発現をWISH
によってヒラメの胚を受精後 48時間から 174時間まで調べた。その結果ヒラメは受精後 96
時間から SCNにおける Per2遺伝子発現に、明期に発現が高くなり暗期に発現が消失する周
期性が確認され、恒暗条件下でも変動が維持されることが明らかとなった。以上の結果から、

魚類の主時計の存在部位は種によって異なることが示唆される。 
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図 1. WISHによるヤイトハタ仔魚の Per2発現の経過．A；ヤイトハタ仔魚の
発達，B；松果体（PG）、手綱核（Hb）、嗅球（OB）、視交叉上核（SCN）での
Per2 発現，C；シグナルが確認された時点の拡大図．図中のバー（白と黒）
は、それぞれ明期と暗期を示す．図中のバーは 100 ㎛を示す． 



下でメラトニン受容体（MelR）遺伝子の発現パターンを解析した結果、MelR遺伝子は、約
15 時間周期のウルトラディアンリズムを示し、また Period 遺伝子の発現周期は 24 時間の
日周変動パターンを示し、主時計は松果体に存在することが示唆された（Ikegami et al., 2015）。
この結果は Period の発現に周期性が確認された点で本研究の結果と一致した。今後は松果
体が主時計として機能していることを明らかにするために、松果体における Per2遺伝子の
発現変動が恒常条件下においても維持されるかを調べる必要性がある。 

 
（2）Per2遺伝子の脳内発現変動：ヤイトハタ幼魚期の松果体における Per2遺伝子の発現量
を qPCR法および ISHによって調べた。qPCR法によって、松果体における Per2遺伝子の
有意な昼夜変動は検出されなかったが、昼に高く、夜に低い発現量の傾向が見られる結果と

なった（図 2A）。SCNにおける Per2遺伝子の発現については ISH法を用いて発現解析を
試みたが、組織上での十分な発現シグナルが得られなかった。さらに、恒暗条件における

Per2 遺伝子の発現変動については、松果体での昼夜変動の傾向が消失することが明らかと
なった（図 2B）。以上の実験の結果から、ヤイトハタの脳内における Per2遺伝子は松果体
において昼夜変動を示し、その変動は恒暗条件によって消失することが明らかとなった。す

なわち、ヤイトハタの松果体における Per2遺伝子に関しては、環境光による転写制御下に
あることが示唆された。魚類の松

果体における Per2 遺伝子の発現
についてはいくつかの先行研究

が行われており、定量 PCR 法に
よ っ て ゴ マ ア イ ゴ Siganus 
guttatus の培養松果体における
Per2 遺伝子の発現量が光曝露に
よって影響されることを明らか

にしている（Sugama et al., 2008）。
その上、明暗条件で馴致された仔

魚期のゼブラフィッシュを恒暗

条件へと移してWISHによって松果体の Per2遺伝子の発現を調べた結果、本研究の結果と
同様に、明暗条件で見られた発現変動が消失することが分かっている（Ziv et al., 2005）。以
上のことから、魚類の松果体において見られる Per2遺伝子の昼夜変動は光による転写制御
によるものであると考えられる。従って、松果体が単独で主時計としての機能を備える器官

である可能性は低いと考えられた。 
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図 2. qPCR法によるヤイトハタ幼魚の松果体における明暗条
件（A）および恒暗条件（B）における Per2発現の昼夜変動． 
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