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研究成果の概要（和文）： 
 ショウジョウバエにおいて概日時計が羽化ゲートを制御する仕組みを調べるため，羽化の前

後のみに存在する PDF-Triニューロンと羽化に関わるニューロン(CCAP-，EH-，corazonin-ニュ

ーロン)との接続を解析し，シナプス結合することを明らかにした。また，シリアカニクバエの

羽化リズムの解析から，羽化ゲートの決定には，羽化 20〜16時間前までに起こるエクジステロ

イド量低下と，羽化 6時間前から羽化までに出る時刻情報が駆動するホルモンカスケードが関

わると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 To understand how the circadian clocks time the gate of eclosion in Drosophila melanogaster, we 
examined the neuronal connection focusing on the putative clock neurons, PDF-Tri neurons, that 
transiently occur associated with eclosion, and showed the synaptic connections between the PDF-Tri 
and the peptidergic (CCAP-, EH- or corazonin) neurons involved in eclosion behavior. We also analyzed 
the eclosion rhythms in the flesh fly Sarcophaga crassipalpis, and revealed that two mechanisms are 
required for determination of the gate of eclosion. One is driven by low titer of 20-hydroxyecdysone 
between 20 h and 16 h before eclosion, and the other is driven by the signal from the circadian clock 
transmitted later than 6 h before eclosion. 
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１．研究開始当初の背景 
キ イ ロ シ ョ ウジ ョ ウバ エ (Drosophila 

melanogaster)では，時計遺伝子 period（per）

や timeless（tim）を発現するニューロン集

団のうち，脳の側縁部にある s-LNvs が概日時

計ニューロンとして重要な役割を担っている。
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s-LNvs は PDF ペプチド（色素拡散因子）を特

異的に産生していて，このペプチドは時計情

報を伝える重要な神経化学物質とみなされて

いる。 

 昆虫の羽化は一日の特定の時間帯に起こる。

キイロショウジョウバエは明暗サイクルのも

とでは明期開始直後に揃って羽化し，このリ

ズムは恒暗条件下で自由継続する。per 遺伝

子変異体 per0 では羽化リズムがみられない

(Konopka and Benzer, 1971)。また，PDF を

発現する LNvsを選択的細胞死によって除去し

た個体や，PDF を産生できない pdf0変異体で

も羽化リズムはみられなくなる(Myers et al., 

2003)。このことから，羽化リズムが脳にある

概日時計ニューロンによって制御されている

ことは明らかであるが，羽化を誘起するホル

モンカスケードのどこに時刻情報が入力する

のか，未だ不明である。 
 ハエやガにおけるこれまでの報告から，羽

化を誘起するホルモンカスケードには，図１

に示すように５種類のホルモン(crustancean 

cardioactive peptide (CCAP)，羽化ホルモン

(EH)，脱皮誘発ホルモン(ETH), 前胸腺刺激ホ

ルモン(PTTH)，エクジステロイド(20E))が関

係すると考えられている。20E の体液中濃度

が低下すると，EHと ETH の分泌が起こり，EH

と ETH は互いの正のフィードバックによって

分泌が増強される。ETH は前脱皮運動に関わ

り，EH は脱皮運動を駆動する CCAP の分泌を

刺激する(図中の略号：CC,側心体；crz,コラ

ゾニン；PDF,色素拡散因子；PG,前胸腺)。 

 概日時計ニューロンから,これらのホルモ

ンを産生する羽化関連細胞への出力経路には，

直接シナプス入力する神経性出力経路と，概

日時計ニューロンから時刻情報を受ける中継

細胞が神経ホルモンによって羽化関連細胞を

制御する液性出力経路が想定される。また，

羽化関連細胞自身に時計機能が内在する可能

性も考えられる。キイロショウジョウバエに

は，蛹期中期に後大脳に出現し羽化後 4 日以

内に消失する PDF 産生ニューロン(PDF-Tri)

がある(Helfrich-Förster, 1997)。PDF-Tri

は羽化の前後のみに存在し，その投射域が羽

化関連細胞の一つである CCAP ニューロンと

重なることから(Park et al., 2003)，羽化リ

ズムのコントロールに関与している可能性が

考えられる。 

 申請者らはこれまでに免疫電顕法を用いて，

ルリキンバエ(Protophormia terraenovae)の
PDF 抗体陽性の概日時計ニューロンが，脳背

側-側方部にあり側心体に投射する神経分泌

細胞(PL ニューロン,コラゾニンを産生)とシ

ナ プ ス 結 合 す る こ と を 明 ら か に し た

(Hamanaka et al., 2005)。これは，概日時計

ニューロンの出力が，PL ニューロン-側心体

を介して ETH 細胞に伝えられ，羽化リズムを

コントロールするという液性出力経路を示唆

する。 

 このような状況の下に，概日時計システム

と羽化を誘起するホルモンカスケードの接点

を検索・同定する研究を立案した。 

 
２．研究の目的 
 本研究は，概日時計システムと羽化を誘起

するホルモンカスケードの接続関係を明らか

にすることを目的とする。具体的には，(1)

神経性出力経路の検証：キイロショウジョウ

バエにおいて，羽化の前後のみに見られ，概

日時計ニューロンに特異的な PDF ペプチドを

発現することから羽化の制御に関わる可能性

が考えられるニューロン，PDF-Triに注目し， 

このニューロンと羽化関連細胞(CCAP ニュー

ロン，EH ニューロン，PL ニューロンなど)の

間の機能的結合(図 1 の①,②,③の経路)の有

無を明らかにするため，共焦点レーザー顕微

鏡および電子顕微鏡を使う免疫組織化学法に

よって両者のシナプス結合を検証する。また，

キイロショウジョウバエと大型ハエの PDF 産

生ニューロンや羽化関連細胞の形態を比較し，

羽化リズムの制御経路を構成する共通ニュー

ロンの抽出を目指す。(2)液性出力経路の検

証：実験形態学的手技が容易な大型のハエ(シ

リアカニクバエ Sarcophaga crassipalpis）

の羽化リズムを解析し，その結果をもとに蛹

期の様々な時期にコラゾニンやエクジステロ

イドなどを投与して，羽化リズムに及ぼす

影響を調べる。 

 
３．研究の方法 
(1)実験動物 
 神経性出力経路の検証には，キイロショウ
ジョウバエの野生型(Canton-S)，CCAP-GAL4 
/UAS-GFP 系統， w1118-Gal4/UAS-GFP 系統（EH
ニューロンの標識）と，シリアカニクバエを
用いた。液性出力経路の検証にはシリアカニ
クバエを用いた。 

 図１ 



 

 

(2)免疫組織化学 

 脳組織：羽化直前(ファレート成虫)，羽化

後(5〜48 時間)に脳を摘出・固定し，一次抗

体(PDF 抗体と CCAP 抗体，またはコラゾニン

抗体)と蛍光色素標識二次抗体（Alexa Fluor 

488または 594）を用いて二重染色を行い，共

焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 

 脳後方内分泌腺複合体：時計遺伝子の発現

の有無を調べるため， PER 抗体を用いて ABC

法によって免疫染色した。また, PER 抗体(二

次抗体：Alexa Fluor 488 標識)に加えて,脂

質動員ホルモン（AKH）抗体(二次抗体：TRITC

標識)と DAPIによる三重染色を行った。 

(3)免疫電顕法 

 アビジン-ビオチン複合体によるプレエン

ベッディング法（ABC 酵素抗体法）と，10nm

コロイド金標識二次抗体を用いるポストエン

ベッディング法(10nm金コロイド法)を併用す

る，二重染色免疫電顕法によってニューロン

間のシナプス結合関係を調べた。 

(4)新たな二重染色免疫電顕法の試み 

 1.4nm コロイド金標識二次抗体を用いるプ

レエンベッディング法(1.4nm コロイド金法)

と ABC 酵素抗体法によるプレエンベッディン

グ法を併用する免疫電顕法を試みた。この方

法では樹脂包埋前に二重免疫染色を行うので，

染色過程の繁雑さを軽減できる利点がある。 

(5)羽化リズムの記録 

 シリアカニクバエの羽化は，光電式の‘fall 

ball’羽化記録装置で検出し，6 分間隔で積

算値を集計した。記録データは R 値を用いて

解析し，羽化リズムの有無を判定した。 

(6)シリアカニクバエ蛹へのホルモン投与 

 コラゾニン：蛹の腹部に全量が 2fmol もし

くは 1pmol となるように 1µL 注射した。対照

群には等量の蒸留水を注射した。 

 20E：蛹の腹部に 1µL（0.2，2，20，200，

2000 ng/個体；10％エチルアルコール溶解）

注射した。対照群には等量の 10％エチルアル

コールを注射した。 

 

４．研究成果 

(1)神経性出力経路の検証:羽化関連ニューロ

ンの形態学的解析 

① PDF-Triニューロン 

 キイロショウジョウバエの PDF-Tri は囲蛹

殻形成後３日に出現し，羽化後 4 日以内に消

失することから，概日時計と羽化ホルモンカ

スケードの連絡に関与している可能性が考え

られる。PDF-Tri の細胞体は後大脳（食道下

神経節(SOG)前方部）に 1〜２対存在する。こ

れまでに PDF-Tri の詳細な形態は記載されて

いなかったが，今回の観察から以下のことが

明らかとなった。細胞体から派出した軸索は

二叉し，一方は細胞体近く (mandibular 

segment)で分 枝 を 出し， さ ら に median 

bundle(MB)を通って脳間部に走行する。MBを

走行する繊維は，食道孔の側壁域にも分枝を

出す。他方はさらに二叉して，食道孔の下面

に沿って maxillary segment の背側を通る経

路(SOG 背側経路)と，mandibular segment と

maxillary segment との境界部を通る経路

(SOG 中央経路)を走行して食道下神経節後方

部に投射する。 

 シリアカニクバエには PDF-Tri に対応する

ニューロンは見られなかったが，前大脳側縁

部にある PDF ニューロン（キイロショウジョ

ウバエの LNvs に相当）から発する繊維が SOG

に投射していた。シリアカニクバエの PDF ニ

ューロンの形態は，ルリキンバエのそれと類

似していた(Nässel et al., 1993)。脳半球あ

たり大型の細胞体４個，小型細胞体が 4 個あ

り，これらから発した繊維は視葉，前大脳（食

道孔背側域，前大脳側葉，キノコ体傘部の周

辺域），触角葉に広く分布する。食道孔背側域

から食道孔側壁を下降する繊維が，SOG に達

する。 

 ルリキンバエには，細胞体が中心複合体の

背方にあり，食道孔背側のニューロパイルに

繊維が走行する PDF抗体陽性の PLニューロン

が存在するが(Hamanaka et al., 2005)，シリ

アカニクバエでは見られなかった。 

② CCAPニューロン 

 キイロショウジョウバエ CCAP-Gal4/UAS- 

GFP系統のファレート成虫を使って CCAPニュ

ーロンの脳内分布と形態を調べた。細胞体の

位置に基づき脳半球あたり 4タイプの CCAPニ

ューロンに分類した(sogL:SOG 側方部に 4 個，

sogM:SOG下方部に 1 個，caM: キノコ体傘部に

近接する前大脳後方背側部に 2個，dmpA:前大

脳前方中央部に 1個；数は半球あたりの個数)。

このうち，dmpAは CCAP抗体では免疫標識され

ず，EH抗体に陽性であった。また，caM以外

のニューロンは羽化後 3日以内に見られなく

なった。sogL由来の神経繊維は食道孔直下の

SOG中央部に分枝する。caMからの繊維は細胞

体と脳間部の間に同側性に分布する。 

 シリアカニクバエの羽化 24 時間前，直後，

24 時間後，48 時間後の個体で CCAP ニューロ

ンの形態を比較した。羽化 24 時間前ではキイ

ロショウジョウバエと同様に， sogL 4対，sogM 

1 対，caM 1 対の細胞体が見られた。SOGの CCAP

ニューロン(sogLと sogM)はキイロショウジョ

ウバエの場合と同じく，羽化後２日目には見

られなくなった。細胞体の免疫染色性は 24時

間後には低下し始め，48時間後では検出でき



 

 

なくなった。一方，caMには染色性の低下は見

られなかった。 

③ EH ニューロン 

 キイロショウジョウバエ w1118-Gal4/UAS- 

GFP系統のファレート成虫を使って EHニュー

ロンの脳内分布と形態を調べた。大型の 1 対

の細胞体が前大脳前方中央部に見られた。細

胞体から発した軸索は二叉し（第１分岐），一

方は前大脳背側後方に走行し脳間部で多数の

細い分枝を出して終末する。他方の神経繊維

は触角葉の後方を通って食道下神経節に下降

し，さらに二叉する（第２分岐）。一方の神経

繊維は MB に沿って下行して食道孔の側壁で

細かく分枝し，さらに食道下神経節正中部に

走行する。他方は MB より外側の経路を通って

下行し，食道孔側壁に沿って脳を貫いて前方

から後方へと走行する。細胞体の位置や，第

１・２分岐の箇所は個体によって差異が見ら

れた。 

 3種類の EH抗体を入手し，シリアカニクバ

エで免疫染色を行ったが，良好な染色結果が

得られなかったため EH ニューロンの形態解

析は行えなかった。 

④ コラゾニン(Crz)ニューロン 

 Crz抗体陽性ニューロン[キイロショウジョ

ウバエでは DLP ニューロン(Choi et al., 

2005);ルリキンバエでは PL ニューロン

(Hamanaka et al., 2007)と呼ばれる]は前大

脳背側-側方部に〜７対あり，神経繊維は主に

２つの経路を走行する。一方は， MB を通っ

て SOG に走行し，PDF-Tri の繊維が走行する

SOG 中央経路に入る。他方は後側方経路

(posterior lateral tract，PLT)を経て食道

孔に向かい，食道孔背側壁にそって前方から

後方に走行する。 

 シリアカニクバエのファレート成虫(羽化

24 時間前)の脳における Crz ニューロンの分

布を調べた。前大脳背側-側方部に〜７対の細

胞体が見られた。これらの細胞体から発する

繊維の投射経路はキイロショウジョウバエの

それと類似する。MB を通って SOGに走行した

繊維は，食道孔側壁で PDF陽性繊維と接する。

シリアカニクバエの Crz ニューロンは，ルリ

キンバエの PL ニューロンに形態学的に対応

する。前者は PDF 抗体陰性で，後者は Crz 抗

体と PDF 抗体に陽性であることが大きな相違

点であった。 

⑤ キイロショウジョウバエ PDF-Triと CCAP-，

EH-，Crz ニューロンの連絡(図 1 の①,②,③

の経路) 

 ABC 酵素抗体法/10nm 金コロイド法併用の

免疫電顕法による解析から，PDF-Tri は SOG

で CCAP ニューロンにシナプス結合すること

が明らかになった。シナプス結合は SOG 背側

経路と SOG 中央経路で観察され，ともに

PDF-Triから CCAPニューロンへの出力シナプ

スであった。 

 共焦点レーザー顕微鏡による観察から，

PDF-Triと EHニューロンは，前大脳脳間部(MB

背側起始部周辺)，食道孔側壁部， SOG 背側

正中部で神経繊維の投射域が重なり，PDF-Tri

と Crz ニューロンも同様の領域で神経繊維が

接することが明らかになった。SOG 中央経路

を走行し終末する Crz ニューロンの投射繊維

を PDF-Tri 神経繊維が密に取りまく。三次元

画像解析から，PDF-Tri と Crz ニューロンは

SOG 中央経路でシナプス連絡していると考え

られた。 

 1.4nm コロイド金法/ABC 酵素抗体法併用に

よるプレエンベッド二重染色免疫電顕法は，

良好な弁別染色が可能な有用な方法であるこ

とが明らかになった。この免疫電顕法による

PDF-Triと EH-，Crz ニューロンとのシナプス

結合の証明は今後の課題である。 

 以上の結果から，前大脳脳間部，食道孔側

壁，SOG背側部，SOG中央経路と，これらを連

絡する MBは，羽化の誘起と制御に関連するニ

ューロン群のシナプス結合の場となっている

と考えられた。 

 

(2) 液性出力経路の検証：シリアカニクバエ

の羽化リズムと羽化に関わるホルモンカスケ

ードの解析 

①羽化リズム 

 明暗 12 時間:12 時間，25℃で飼育すると，

囲蛹化から 13〜14 日目(約 300〜360 時間)で

羽化し，明期前半に羽化が集中した。恒暗 25℃

においても，囲蛹化から 13〜14日間でほとん

どの個体が羽化し，主観的明期の前半に羽化

が集中した。 

 恒明恒温(25℃または 28℃)で数世代飼育し

た個体群には羽化リズムは見られなかった。

恒明 28℃で飼育した個体の蛹期に，TCサイク

ル(T：28℃, C：22℃)12 時間:12 時間を 2 回

与えると羽化リズムが見られるようになり，

羽化 2日前でも TC サイクルに同調した。 

②低温パルス刺激の羽化リズムへの影響 

 22℃・4 時間，または 4℃・1時間の低温パ

ルス刺激を与えると，パルス刺激を与えた概

日時刻に依存して羽化リズムの位相シフトが

見られた。これをもとに求めた位相反応曲線

は共にタイプ 1 であった。22℃・4 時間パル

ス刺激では羽化 18 時間前まで，また，4℃・1

時間パルス刺激では 6 時間前まで位相変位を

引き起こすのに有効であった。 

③コラゾニン投与の羽化リズムへの影響 



 

 

 タバコスズメガではコラゾニンは下流のホ

ルモンカスケードを駆動させることが報告さ

れている。シリアカニクバエ蛹にコラゾニン

を注射し，羽化時刻に与える影響を調べた。

その結果，羽化の約 5〜10 時間前の注射によ

り羽化時間が早まったのは 11個体中 2個体の

みであった。 

④20-ヒドロキシエクジソン(20E) 投与の羽

化リズムへの影響 

 投与時刻依存的に羽化リズムの位相シフト

が見られた。羽化 20 時間前では，0.2，2 ま

たは 20 ng注射した個体に，また羽化 16時間

前では 20 または 200 ng 注射した個体に，対

照群と比較して有意に位相の遅れが見られた

(Steel-Dwass test, P<0.01)。羽化 12 時間前，

8 時間前に注射した場合には位相シフトは見

られなかった。 

⑤脳後方内分泌腺複合体の PER免疫染色 

 PER 抗体陽性の細胞核が，脳後方内分泌腺

複合体の側方領域に見られた。この領域は側

心体のマーカーである AKH 抗体に陰性であっ

た。PER 免疫染色性には日周変動があり，羽

化 24 時間前(ZT0)には多くの核に強い染色が

見られ，羽化 18 時間前(ZT6)には陽性の核が

減少した。羽化 12 時間前(ZT12)と 6 時間前

(ZT18)には陽性の核は見られず，羽化直後に

は PER 抗体陽性の核の割合は増加し，羽化後

6 時間(ZT6)では見られなくなった。このこと

から，羽化直前の前胸腺には末梢時計が存在

すると考えられた。 

 これらの結果から，シリアカニクバエでは

羽化 20〜16 時間前までに起こるエクジステ

ロイド量の低下と羽化 6 時間前から羽化まで

に出る時刻情報が駆動するそれぞれのホルモ

ンカスケードが，羽化ゲートの決定に関わる

と考えられた。 
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