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研究成果の概要（和文）：睡眠覚醒などの行動リズムを制御する概日時計の細胞「時計細胞」は、脳の特定の神
経細胞である。モデル生物であるキイロショウジョウバエでは、約150個の脳神経細胞が時計細胞であることが
分かっている。本研究では、その時計細胞を操作し、それらの役割を明らかにするための基盤技術の作出を行っ
た。本研究では、70系統を超える新しいトランスジェニックバエを同定、もしくは作出し、特定の時計細胞の機
能解析を国際共同研究で進めた。この研究成果によって、概日時計を形成する神経ネットワークの解明に貢献す
ることができた。

研究成果の概要（英文）：Clock neurons, the cells of the circadian clock that control behavioral 
rhythms such as sleep-wake cycles, are specific neurons located in the brain. In Drosophila 
melanogaster, the model organism of chronobiology, approximately 150 brain neurons have been 
identified as clock neurons. In this study, we have screened and identified clock neuron specific 
GAL4 lines that enable to manipulate those neurons for their functional analysis. Here, more than 70
 new transgenic fly lines were identified or generated, and functional analysis of specific clock 
neurons was conducted through several international collaborations. Our study has contributed to the
 elucidation of the neural network of the circadian clock.

研究分野：時間生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
概日時計は、人間において時差ぼけ、睡眠、免疫、代謝、精神疾患など多くの問題に関わっている。概日時計の
メカニズムの解明には、より扱いやすいモデル生物を用いることが重要である。本研究では、概日時計がどのよ
うにして脳の中で生み出されているのかを明らかにするために、少数の神経細胞集団のみを解析するためのトラ
ンスジェニックショウジョウバエの探索と、それを用いた神経細胞の機能を明らかにする研究を行った。概日時
計の神経メカニズムが解明されれば、それをコントロールすることも可能になるかもしれない。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
多くの生物種が概日時計を持つことで、約 24 時間周期で劇的に変化する環境に適応している。
ヒトにおける概日時計は、睡眠覚醒、免疫、代謝、精神疾患などさまざまな形質に影響を与えて
いることから、概日時計のメカニズムの理解は基礎から応用まで幅広い研究領域で重要な知見
となる。 
動物は、さまざまな行動に概日リズムを示す。それを制御する概日中枢時計は、脳内（もしく
は眼）に存在することが、過去の研究により明らかになっている。モデル生物であるマウスやラ
ット、キイロショウジョウバエでは脳内概日時計の中枢細胞「時計細胞」がすでに同定されてい
る。例えば、キイロショウジョウバエは約 150 個の脳内神経細胞が時計遺伝子を発現し、分子レ
ベルの概日リズム（遺伝子発現やタンパク質量の振動）を示す。この 150 個のすべてが行動リズ
ムに重要な働きを担っているのかは不明な点もあるが、それぞれの時計細胞群は性質が異なる
ことが分かっている。これまで、150 個の中でも、16個の s-LNv と l-LNv とよばれる時計細胞群
が大きな注目を集めてきた。これらの時計細胞群は、Pigment-dispersing factor（PDF）とよば
れる神経ペプチドを発現しており、この PDF は、PDF 陽性時計細胞と、PDF 陰性時計細胞をつな
ぐカップリングファクターであるといわれている。これまでの説では、s-LNv と l-LNv 時計細胞
は、150 の時計細胞群の中枢であり、他の時計細胞群は PDF を介して支配を受けていると考えら
れている。この説の大きな根拠は、Pdf 突然変異体では行動リズムに大きな影響が現れるからで
ある。 
一方で、我々は PDF 以外の神経伝達物質が、概日時計に関わっていることを明らかにしてき
た。CCHamide1 は、そのような神経伝達物質のひとつで、DN1a とよばれる時計細胞群で発現して
いる。CCHamide1 は、PDF の発現に影響を及ぼすことから、ある意味で PDF の上流にあるとも考
えられる。つまり、時計細胞間の神経連絡は、PDF 時計細胞から、PDF 陰性時計細胞へ一方通行
で行われるのではなく、時計細胞同士の何らかのネットワークが存在すると考えられる。しかし、
そのネットワークの全容を明らかにするための実験手法が乏しく、研究を前進させるための新
しいアイディアが必要とされていた。 
 
 
２．研究の目的 
 キイロショウジョウバエの概日時計の中枢は、約 150 個の時計細胞のネットワークによって
形成されていると考えられるが、その全容はほとんど分かっていない。問題を解決するひとつの
手段になり得るのが、ショウジョウバエで良く用いられている遺伝子発現制御法である GAL4-
UAS システムである。現在、世界のショウジョウバエストックセンターには、数千の遺伝子エン
ハンサーを用いた GAL4 系統が保存されており、恐らくその中には特定の時計細胞特異的な GAL4
系統が存在するはずである。その情報が入手できれば、2つのエンハンサーを組み合わせること
で、さらに細胞集団を限定するsplit-GAL4系統の作製も可能になる。split-GAL4が完成すれば、
今度は後シナプス細胞を標識できる Trans-Tango システムを用いることができる。膨大な GAL4
系統の公開、Trans-Tango システムの発表など、時計細胞間ネットワークを研究するには良いタ
イミングである。そこで、本研究では、GAL4 系統のスクリーニング、Split-GAL4 系統の樹立、
Trans-Tango による後シナプス細胞の特定を軸に研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1) キイロショウジョウバエ系統 
 本研究で用いたキイロショウジョウバエ系統の多くは、アメリカ・インディアナ大学
Bloomington Drosophila stock center、オーストリア Vienna Drosophila Resource Center か
ら入手した。これらのショウジョウバエ系統は、必須栄養素を含む寒天培地を入れた密封したプ
ラスティックバイアルの中で飼育した。バイアルは、スポンジ栓で蓋をして、ハエが逃げ出さな
いようにしている。それらの系統は、光条件と温度条件を管理可能なインキュベーター内で飼育
した。通常は 25℃、明暗 12 時間：12時間の環境下で飼育したが、実験によっては温度と光条件
を変えた。 
 
(2) 免疫染色 
 羽化後 4 日以内の成虫オスを用いて、免疫染色を行った。あらかじめインキュベーター内で、
4日間、明暗 12 時間：12時間で同調を行い、夜中である Zeitgeber time (ZT) 20 でサンプリン
グを行った。その後、脳を解剖し、ブロッキングを行った後、一次抗体（抗 GFP 抗体、抗 PDP1
抗体、抗 TIM 抗体、抗 PDF 抗体のいずれかの組合わせ）でインキュベートした。その後、二次抗
体を用いて、間接的に標的タンパク質を標識した。免疫染色したサンプルは、岡山大学内の共通
機器である共焦点レーザー顕微鏡で写真を撮影し、取得した写真から、解析ソフト ImageJ を用
いて解析を行った。 



 
 
(3) 概日歩行活動リズム計測 
 Trikinetics 社の Drosophila activity monitor を使用して、歩行活動リズムの計測を行っ
た。オスのショウジョウバエが入った活動記録モニターはインキュベーター内に設置し、温度条
件と光条件を制御できるようにした。各系統を約 1カ月、明暗サイクル下や恒暗条件下などにお
いて、活動リズムを計測した。データ解析には当研究グループが開発したソフトウェア
ActogramJ で行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 時計細胞特異的 GAL4 系統のスクリーニング 
 本研究開始当初、世界のショウジョウバエストックセンターには、1 万近くの GAL4 系統が保
存されており、脳内における GAL4 発現のデータベースが公開されていた。そこで我々は、数千
枚の脳の写真をデータベースから観察していき、時計細胞で発現がありそうな 300 系統を選出
した。その 300 の GAL4 系統について、それぞれを UAS-GFP 系統と交配させた。F1 個体の X-
GAL4/UAS-GFP は、GAL4 が発現する細胞で、GFP が発現する系統である。まず時計タンパク質 PDP1
に対する抗体と、GFP に対する抗体を用いて、GAL4 が時計細胞で発現しているかどうかを検討し
た。そのスクリーニングで、時計細胞で発現と確認されたものは、再度時計タンパク質 TIM の抗
体と抗 PDF 抗体で標識することで、2 次スクリーニングを行った。それぞれの GAL4 系統につい
て、どの時計細胞群で発現が見られるのかを、少なくとも脳 3つからの平均値で算出した。その
結果、63の GAL4 系統で、時計細胞における発現が確認された。時計細胞以外の脳細胞ではあま
り発現がない特異的な系統もあったが、多くは脳の他の細胞で発現が見られた。 
 
(2) split-GAL4 系統の樹立 
 GAL4 系統は、任意の遺伝子エンハンサーによって細胞特異的な発現を可能にしている。しか
し、通常多くの遺伝子はさまざまな細胞で発現しており、本当の意味で時計細胞特異的な GAL4
はほとんど存在しない。その問題を解決するため、2つのエンハンサーを用いて、両方のエンハ
ンサーが活性化する細胞のみで遺伝子発現制御を行える split-GAL4 システムというものがある。
そこで本研究では、(1)で同定したエンハンサー領域を 2つ組合わせて、より時計細胞特異的な
split-GAL4 系統の作出に取り組んだ。その結果、時計細胞に非常に特異的な 12系統の作出に成
功した。作出できた split-GAL4 系統の中には、2つのエンハンサーを使っているにも関わらず、
あまり特異的でないものもあったが、s-LNv、DN1a、LPN とよばれる時計細胞群においては非常
に特異的な系統を作ることができた。(1)を含む、以上の研究成果は、Sekiguchi et al., 2020, 
J Biol Rhythms にて報告した。 
 その後、更なる split-GAL4 の作出にも取り組み、さらに 4系統を作ることができた。これら
を用いて現在、新しい研究を行っている所である。 
 
(3) Trans-Tango システムを用いた後シナプス細胞の同定 
 Trans-Tango システムは、GAL4-UAS システムを利用して、GAL4 発現神経細胞の下流に位置す
る神経細胞を同定する方法である。シナプス結合している場合に有効であり、電気的接続や、傍
分泌的な接続の場合には検出できない。しかしながら、少なくともシナプス結合に関しては非常
に有効な方法である。(1)と(2)で整備した、時計細胞特異的 GAL4 系統、split-GAL4 系統は、
Trans-Tango において非常に有用である。特に、DN1a と LPN とよばれる時計細胞群では、非常に
特異的な split-GAL4 系統が作出できた。そこで、本研究では、ドイツ・ヴュルツブルク大学と
の共同研究で、DN1a と LPN 時計細胞の下流に位置する後シナプス細胞の同定を行った。どちら
の細胞群も非常に広範囲の細胞集団とシナプス結合していた。DN1a は、s-LNv と LNd とよばれる
時計細胞群とシナプス結合しており、LPN は LNd 時計細胞群とシナプス結合していることが明ら
かになった。つまり、各時計細胞群は、それぞれパートナーとなる細胞群が異なることを示して
いる。これらの共同研究は、Reinhard et al., 2022, J Comp Neurol と Reinhard et al., 2022, 
Front Physiol でその成果を報告している。 
 
(4) 時計細胞特異的 GAL4 系統を用いた時計細胞の機能解析 
 本研究の、(1)と(2)で同定・開発した GAL4 もしくは、split-GAL4 系統は、時計細胞の機能解
析を解析する上で重要な役割を果たす。例えば、GAL4 系統に、神経活動を抑制する UAS-Kir を
交配させることで、特定の時計細胞の神経活性を抑制することが可能になる。時計細胞の機能解
析はさまざまな研究室で行われており、本研究では、3つの研究室と共同研究を行った。ドイツ・
ヴュルツブルク大学とは、LPN と DNa1 の機能解析を共同で行い、LPN 時計細胞は、概日時計の温
度サイクル同調性と、睡眠に関与することを示すことができた。これは、上述のとおり split-
GAL4 系統の開発の成果である。この成果は、Reinhard et al., 2022, J Comp Neurol と Reinhard 
et al., 2022, Front Physiol の中で、報告することができた。 
アルゼンチン・ルノワール研究所とは、LNv 時計細胞群における機能解析を行った。LNv 時計
細胞群は、PDF 神経ペプチドを発現しており、これまでの研究で最も重要な時計細胞群と考えら



れている。本研究で同定した、LNv に特異的な GAL4 系統を共同利用することで、PDF 発現が活動
リズムに及ぼす影響や、LNv 細胞の神経軸索の形態的変化に関与する分子機構の研究を進めるこ
とができた。この研究成果は、Herrero et al., 2020, Curr Biol、Polcownuk et al., 2021, J 
Neurosci で報告した。 
アメリカ・カルフォルニア大学との共同研究では、DN1a、DN1p、DN2 という時計細胞群の機能
解析を行った。共同研究先では、ショウジョウバエの温度嗜好性リズムを研究しており、それら
の時計細胞群が温度嗜好に関与するかどうかを、GAL4 系統と split-GAL4 系統を用いて研究し
た。その結果、DN2 は DN1p に情報連絡をすることで温度嗜好性リズムに関与すること、そして
DN1a はそれらとは異なる経路で関与することが分かった。それぞれの時計細胞を遺伝的に修飾
することで、ショウジョウバエの好む温度が変わることから、特定の時計細胞群が温度情報を入
力して、それを行動制御に結びつける神経回路があることが明らかになった。これは、Chen et 
al., 2022, Cell rep で報告した。 
 (1)と(2)の研究成果を、世界の複数の研究機関と共同利用することで、ひとつの研究室では
行えない量の研究成果を挙げることができた。 
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