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研究成果の概要（和文）：コオロギの複眼時計-視葉時計系を対象として、中枢時計と抹消時計の相互作用を検
討した。視神経の切断により、30℃、恒暗下で視葉時計が駆動する歩行活動リズムの周期（τ）が有意に延長す
ること、日毎の周期の標準偏差（τSD）とその変動係数（τCV）が有意に増大することが判明した。同様の効果
が複眼時計のみを選択的に停止させた場合にも得られた。従って、複眼時計は、視葉時計へ神経路を介して温度
依存的に視葉時計のτとその安定性を制御することが示唆された。一方、視葉時計は神経路介して複眼の感度リ
ズムを制御していることから、複眼時計-視葉時計系は、相互作用を介して、相互に安定な振動系をなすことが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：The interaction between central and peripheral clocks was investigated using
 the compound eye (CE) clock and optic lobe (OL) clock system in the cricket, Gryllus bimaculatus. 
Under DD at 30°C, the optic nerve severance resulted in longer free-running periods (τ) of the 
locomotor rhythm driven by the OL clock and a significantly greater daily fluctuation of τ, 
expressed as SD or CV. A similar result was obtained when the CE clock was stopped by local RNAi 
treatment of the period gene. These results suggest that the CE clock controls τ and its stability 
of the OL clock via neural pathway. Since the OL clock is known to control the CE clock via a neural
 pathway, the two clocks are reciprocally coupled to form a stable oscillatory system.

研究分野： 時間生物学

キーワード： 概日時計　視葉　複眼　時計間相互作用　自由継続周期　周期の安定性　コオロギ
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに昆虫の中枢時計と末梢時計との関係については、ハエで複眼、脚等にある末梢時計が中枢時計とは独
立して振動していること、またゴキブリでは触角の化学感覚受容リズムが視葉時計に強く依存しており、視葉切
除後は無周期となることなどが示されている。しかし、末梢時計から中枢時計への制御や末梢時計と中枢時計と
の相互作用については、未解明である。本研究は、コオロギ複眼時計―視葉時計系を対象として、抹消時計から
中枢時計への制御があることを初めて示すとともに、中枢時計と末梢時計が相互作用を介して、安定な振動系を
構築することを初めて明らかにした。この成果は、他の動物での複数振動体系研究の指針となるものである。

※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 
ほとんどの動物は、外界の一日の変化に適応した生活リズムを営んでいる。このリズムは動

物自身の体内に在って、約 24 時間の周期で自律振動する概日時計によって制御されている。概
日時計は、時計遺伝子とその産物タンパク質によって構成される分子振動機構によって駆動さ
れている。行動を制御する概日時計、すなわち中枢時計は、神経系の特定の場所に局在するこ
とが古くから知られている。コオロギやゴキブリなどの不完全変態昆虫では、中枢時計は視葉
にある[1]。しかし、概日リズムは、マルピーギ管、前胸腺、精巣、複眼、触角など、体内の様々
な組織で観察されている[2]。これらの末梢組織の時計は中枢時計に制御されるとの見方がある
が、この中枢時計と末梢時計との関係はほとんど未解明である。  
 複眼がその感度に概日リズムを示すことは古くから知られており、申請者もフタホシコオロ
ギの複眼が恒暗条件下で短い光パルスによって誘発される網膜電図（ERG）の振幅に概日リズ
ムを示すことを報告している[3]。このリズムは複眼―視葉複合体を脳から切り離した状態でも
継続することから、視葉時計によって制御されると考えられてきた[4]。しかし、申請者は最近、
視神経の切断によって視葉から神経的に隔離された複眼でも、半数以上が ERG の振幅に概日リ
ズムを示すこと、複眼内の時計遺伝子が周期的に発現することなどを示し、複眼内に概日時計
が内在することを明確にした[5]。 
 この複眼内振動体と中枢時計との関係については、これまでに視葉時計が複眼時計の振動を
強化することが分かっている[5]が、その機構は未解明である。さらに、複眼内時計が視葉時計
へ与える影響についても未解明である。複眼は視葉時計が明暗周期に同調するための光受容器
の役割を担っており[6, 7]、複眼時計がこの光同調系を介して視葉時計を制御する可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
上記の背景のもとに、本研究では、フタホシコオロギを用いて、複眼時計と視葉時計との相互
作用を解明することを目的とする。特に、複眼は視葉時計が明暗周期に同調するための光受容
器であり、この同調系を介して複眼時計が視葉時計を制御する可能性が高い。これまでに昆虫
の中枢時計と末梢時計との関係については、ハエで複眼、触角、脚等にある末梢時計が中枢時
計とは独立して振動していること[8]、またゴキブリでは触角の化学感覚受容リズムが視葉時計
に強く依存しており、視葉切除後は無周期となること[9]などが示されている。しかし、末梢時
計から中枢時計への制御や末梢時計と中枢時計との相互作用については、まったく未解明であ
る。本研究により、この複眼時計―視葉時計系の解析を進めることにより、中枢時計と末梢時
計との関係を分子レベルおよび組織レベルで明らかにし、昆虫の時計機構に新たな視点を拓き
たい。 
 
３．研究の方法 
 本研究では以下の項目について解析を進め、複眼時計と視葉時計との相互作用を解明するこ
ととした。 
（１）複眼時計から視葉時計への制御を検討する。作業仮説：光同調経路を介して、複眼時計
から視葉時計へ、周期信号が伝達され、視葉時計の振動が制御される。視神経の切断によりこ
の神経路を遮断することにより、視葉時計の振動が変化する。 
方法： 
① 複眼時計が視葉時計へ及ぼす影響の解析：視神経を切断した個体の活動リズムを計測し、恒
暗条件下での自由継続周期、周期の安定性、並びにリズムの振幅を解析する。これらを、疑似
手術個体と比較し、複眼時計から視葉時計への制御を検討する。 
② 複眼時計が視葉時計の分子振動機構へ及ぼす影響の解析：視神経を切断後、1 日を経過した
個体から、4 時間間隔で視葉を採取し、定量的 PCR により、時計遺伝子 per, tim, cry2 および cyc
の mRNA 発現リズムを解析する。対象として、疑似手術を施した個体から採取した視葉を用い
る。視神経切断個体の時計遺伝子発現リズムの振幅、ピーク位相、mRNA の発現レベルを対照
群と比較し、複眼時計から視葉時計への制御を分子レベルで明らかにする。 
③ 複眼時計の選択的停止の影響の解析：時計遺伝子 2 本鎖 RNA を複眼内に微量注入し、複眼
時計のみを停止させ、上記①と同様の手法で活動リズムへの影響を解析する。 
④ 神経路の探索：複眼の部分切除から複眼の光情報は加算的に視葉時計に入力されることが分
かっている[7]。そこで、複眼時計から視葉時計に至る神経路が視神経全体に分散するのか、あ
るいは特定の神経路があるのかを検討する。具体的には、視神経の前方部、後方部をそれぞれ
部分的に切断し、その後の恒暗条件下での活動リズムへの影響を検討する。 
（２）視葉時計から複眼時計への制御の解析：視葉時計から複眼時計への制御は既に一部明ら
かにしている[5]が、その詳細はまだ未解明である。そこで、以下の手順で、その詳細を検討す
る。 
①視神経を切断の複眼 ERG リズムへの影響の解析：恒暗条件下で ERG を長時間記録し、その
概日リズムの周期、振幅を偽手術を施した複眼のものと比較し、視葉概日時計からの制御を明
らかにする。 
② 複眼時計の光同調機構：複眼時計のみで光同調可能か、あるいは視葉時計からの制御が必要
か。視神経を切断後、明暗周期を 8 時間前進または後退させ、7 日後に ERG 概日リズムを計測
する。通常、正常な場合には明暗周期への同調は 5 日程度で完了する。もし、同調が完了して



 

図１．単一視葉時計に駆動される活動リズムの 20℃、
25℃、30℃に於ける周期（τ，A）と周期の変動係数（B）. 
エラーバーは標準偏差、各カラムの数字は個体数、カラ
ム右上の小文字は異なる小文字間で有意差があること
を示す。 
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図２．30℃、恒暗条件下で単一視葉により駆動される活動リズムの自由継続周期
（A）とその変動係数（B）.SIOL、単一正常視葉；Sham、単一視葉視神経切断
偽手術；ONC、単一視葉視神経切断；aONC、単一視葉複眼前方半分切除；pONC、
単一視葉複眼後方半分切除。エラーバーは標準偏差、各カラムの数字は個体数、
カラム右上の小文字は異なる小文字間で有意差があることを示す。 
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いれば、複眼のみで光同調が可能といえるが、同調できていなければ視葉時計からの制御が必
要と考えられる。 
 
４．研究成果 
（１）複眼時計から視葉時計への制御 
①活動リズムを指標として、複眼時計が視葉時計に及ぼす影響を検討した。片側の視葉を切除
し、さらに反対側の視神経を切断あるいは偽手術を行った個体を用いて歩行活動リズムを計測
し、複眼時計からの入力の有無に依存した視葉時計の自由継続リズムの変化を検討した。得ら
れた結果について、自由継続周期、日毎の周期の標準偏差（SD）、その変動係数（CV）を解析
した。まず片側視葉を切除後、単一視
葉に駆動される活動リズムを解析し
たところ、自由継続周期（τ）とその
変動係数（τCV）はともに温度に依存し
て変化し、温度が高いほど周期が延長
し、τCVが低下することが分かった（図
１）。単一視葉に視神経切断の偽手術
を施した場合もほぼ同様の結果が得
られた。一方、単一視葉に視神経切断
手術を施した場合の恒暗条件下での
歩行活動リズムは、飼育下での標準で
ある 25℃の下では、偽手術を施した対
照群との間に、自由継続周期、SD、
CV のいずれも有意差は見られなかっ
たが、リズムの振幅は視神経切断個体
群で有意に低下することが分かった。
しかし、温度を 20℃および 30℃に設
定し、同様の実験を行ったところ、リ
ズムのパラメーターに偽手術群と比
較して有意差がみられた。20℃では、
自由継続周期が有意に長くなることが分かった。さらに 30℃では、周期の有意な延長に加えて、
τCV が有意に増大することが分かった（図２）。これらの結果から、複眼時計の視葉時計に及ぼ
す影響が温度に依存すること、その影響には自由継続周期の短縮効果とその安定化の 2 つがあ
ることが示唆された。さらに詳細な解析から、正常個体では周期が長いほど周期が安定化する
が、視神経を切断するとこの関係が消失することが明らかとなった。 
②複眼の前方半
分あるいは後方
半分の部分の切
除を行い、恒暗
30℃下で活動リ
ズムを計測し、
周期制御に関わ
る複眼領域を検
討した。その結
果、いずれの部
域を切除しても
周期の延長は視
神経切断とほぼ
同様であり、周
期の制御には複
眼全域が関与す
ることが明らか
となった。一方、
周期の CV は複
眼後方部を切除
しても正常個体
とほぼ同様であったが、複眼前方部を切除すると有意に増大することが明らかとなった（図２）。
この結果から、周期の安定化に係る情報は複眼前方部から入力されることが判明した。 
③ 複眼時計が視葉時計の振動機構に与える影響を検討するため、視神経切断後の視葉内での時
計遺伝子、per, tim, cry2, cyc の恒暗条件下での発現リズムを検討した。4 時間間隔でサンプルし
た視葉内時計遺伝子発現をｑPCR により検討したところ、いずれの遺伝子も正常個体とほぼ同
位相で振動を維持するが、その振幅が有意に低下することを見出し、複眼が視葉時計の振動に
影響することを明らかにした。 
④ period 遺伝子 RNAi により視神経を切断せず複眼時計を停止させた場合の視葉時計への影響



 

図 3．視神経切断後の複眼の ERG リズムの明暗周期への同調。
A：６時間後退させた明暗周期下に４日あるいは７日置かれた
複眼の ERG リズム。B,C:４日間（B）あるいは７日間（C）６
時間後退させた明暗下におかれた複眼の恒暗移行１，２，３、
日目のピークの５０％に達する時刻。青は正常複眼、赤は視神
経切断複眼。いずれの場合も正常複眼と視神経切断複眼との間
に有意差は検出されなかった。 
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を検討した。恒暗条件、30℃下で活動リズムを解析したところ、この処理により周期の延長、
周期 CV の増加が生ずることが明らかとなった。この結果は、視葉時計の周期と安定性の制御
は、視神経を介する時計以外からの制御によるものではなく、複眼時計によるものであること
が強く示唆された。 

 
（２）視葉時計から複眼時計への制御 
①視神経を切断し、視葉時計か
らの神経性制御を遮断した場
合の複眼時計の動きを解析し
た。複眼内に刺入した電極によ
り、暗黒下で緑色 LED により
惹起される ERG を長時間記録
したところ、振幅はかなり低下
するが ERG リズムは多くの個
体で継続することが明らかと
なった（図３A）。 
②視葉からの神経性制御を遮
断した場合の複眼時計の光リ
セットを解析した。視神経切断
後 ERG を計測する前に、6 時
間位相を後退させた明暗周期
下に 4 日、7 日間置いた後恒暗
条件に移行して、ERG リズム
を恒暗条件下で記録し、リズム
の主観的夜開始の位相を求め
た。主観的夜開始の位相は、
ERG の振幅が谷からピークの
50％に達する時刻とした。視神
経を切断しない正常複眼を対
照とした。対照複眼では、明暗周期後退群は暗期移行直後の位相が後退 1 日目では 19.7 時であ
ったが、4 日間、7 日間の位相後退を経験したものはそれぞれ 22.4 時、24.8 時で有意に後退し
ていた。視神経切断個体でもほぼ同様に位相後退が観察され、位相後退の大きさに有意差はな
かった（図３）。これらの結果は、複眼時計の光同調系は複眼内にあり、複眼時計の光リセット
には視葉時計を必要としないことが示唆された。視葉時計は複眼から神経路を介して、神経伝
達物質により視葉時計内での c-fos 経路および Pdp1 経路が活性化されることによってリセット
される[10, 11]。本研究成果は、複眼時計の光リセットがこの視葉時計のリセットとは別の仕組
みで制御されることを示唆している。 
③複眼内に微量に period 遺伝子 2 本鎖 RNA を投与し、複眼時計のみを停止させることを試み
た。恒暗条件下で ERG を長期記録したところ、ERG に概日リズムは観察されなかった。さら
に、複眼内の時計遺伝子発現を解析したところ、per, tim, cry2, cyc の各時計遺伝子は完全に周期
性を失うことが判明した。これらの結果から、視葉時計からの遠心性制御は複眼内の時計遺伝
子の周期的発現を介することが示唆された。 
 
（３）複眼時計と視葉時計の相互作用（図４） 
これまでに視葉時計と複眼時計の間には、視葉から複眼への制御があることがわかっていた。

複眼の ERG リズムは複眼内の時計により駆動されるが、この振幅は視葉からの制御により強化
されている[5]。今回、複眼内への per 二本鎖 RNA の微量投与により、ERG リズムが消失する
ことが示された。この結果は、複眼から視葉時計への制御は複眼時計の分子振動を介している
ことを示唆している。一方、複眼時計は視葉時計の制御を受けることにより、特に日暮れの感
度が強化されると推定される。複眼時計はこの強化された光情報を視葉時計に供給することで、
視葉時計の同調位相を安定化させると推定される。また、恒暗条件下での複眼から視葉への制
御に関しては、複眼時計が視葉時計の周期および周期の安定化を制御することが明らかになっ
た。30℃下では、視神経の切断により自由継続周期の延長とともに、自由継続周期の変動が増
大する。これらの効果は、視神経を切断しない場合でも、per 二本鎖 RNA 処理により複眼時計
を停止させることにより観察される。従って、複眼時計は視神経を経由して視葉時計の周期と
安定性を制御することが強く示唆された。この制御系はおそらく光同調経路を介しているもの
と推定される。 



 

図４．複眼時計（CE-clock）と視葉時計（OL-clock）の相互作用。 

CE-clock OL-clock
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一方、複眼時計は視神
経切断後も明暗周期へ
の同調能を有しており、
このリセットは視神経
により視葉時計と接続
している場合とほぼ同
等であった。この同調機
構はおそらく、複眼から
神経路によりシナプス
を経て光同調シグナル
が入力される視葉時計
とは異なるものと推定
される。 
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