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研究成果の概要（和文）：潮汐は12.4時間周期で繰り返される浅海域における環境変動で、多くの魚は潮汐に合わせた
産卵周期を示す。本研究では、サンゴ礁に生息するミツボシキュウセンが潮汐をどのように感じ取って、潮汐に合わせ
た時刻合わせを行っているのかについて明らかにすることを目的とした。トラフグのマイクロアレイを用いて推定した
潮汐関連遺伝子のうち、ミツボシキュウセンの脳内に相同遺伝子(VIP/PHI and Cnpなど)が発現していることが判明し
た。このうちのいくつかは本種の間脳域で静水圧を孵化することによって変動することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Periodical change in hydrostatic pressure (tidal cycle) is one of potent 
environmental factors in aquatic environments. It remains unknown how tidal spawners utilize tidal cycle 
for synchronizing reproductive events. The present study aimed to clarify the physiological mechanism 
occurring in the brain of the threespot wrasse, which is a typical tidal spawner in coral reefs. Using a 
microarray of tiger puffer fish with hydrostatic pressure, we identified tidal-related genes. Some of 
them were identified in the brain of threespot wrasse. When hydrostatic pressure was given to the fish, 
mRNA abundance of C-type natriuretic peptide (Cnp) in the diencephalon increased. This result suggested 
that some genes in the brain act as a transducer of tidal stimuli.

研究分野：環境生物学
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１．研究開始当初の背景 
 地球上で繁栄しているすべての生物の活
動には周期性がある。地球の公転と自転はそ
れぞれ一年周期の日長や水温の変化及び 24
時間周期の明暗の変化として表現され、リズ
ミックな生命活動の基本となっている。月が
地球に及ぼす約一ヶ月（月光など）、約２週
間（大潮・小潮など）、そして約 12.4時間（干
満など）の周期も生命活動の同期に重要な要
素である。生物を取り巻くこのような環境の
周期的な変動が、感覚器官で感受されてそれ
ぞれの生物に特有の内因性リズムに転換さ
れると思われるが、その詳細についてはほと
んどわかっていない。 
 研究代表者はサンゴ礁の普通種であるミ
ツボシキュウセンの生物時計と潮汐産卵の
時刻合わせに関する先行研究で以下の結果
を得てきた。 
 本種は潜砂（夕方に砂に潜る行動）を伴う
明確な日周活動リズムをもつ。この行動は
恒暗条件下でも持続するため生物時計の制
御下にある。 

 産卵期（夏季）の産卵は昼間（特に午前中）
の満潮に同期してほぼ毎日繰り返される。 

 卵母細胞が卵黄形成を終了して排卵に至る
までに 9〜12 時間（ほぼ一潮周期）を要す
るため、夜間の潜砂中に受け取った刺激が
昼間の産卵時刻を決定する。 

 脳内モノアミンのうち、ドーパミン（DA）
の代謝物（DOPAC）量と DA 代謝率
（DOPAC/DA）が昼間に高く夜間に低くな
る。恒暗条件下での DOPAC/DAは主観的昼
に高く主観的夜に低くなる。 

 DOPAC/DAはメラトニンを魚に投与するこ
とで抑制される。 

 静水圧刺激（満潮を想定）を与えると、
DOPAC/DAは昼間でも減少する。 

 静水圧刺激は、卵巣からの卵黄形成誘導ホ
ルモン（estradiol-17β; E2）産生量には変化
を与えないが、最終成熟誘起ホルモン
（17α,20β-dihyrdoxy-4-pregnen-3-one; DHP）
産生量を増加させる。 

 
 以上の結果から導き出されること： 
 松果体（概日時計、光受容能とメラトニン
産生能をもつ）で受け取った日周情報がメ
ラトニンの増減として表現され、メラトニ
ン分泌量変動を通して日周性の脳内 DA 代
謝を制御する。 

 静水圧付加による脳内 DA 代謝はメラトニ
ンを介していない、別のルートで制御され
る。 

 夜間の潜砂中に感受する日周性と潮汐性刺
激が別々に卵母細胞の最終成熟誘起の引き
金となる。 

 
 いくつかの魚類において、脳内 DAは生殖
腺刺激ホルモン放出抑制因子として働くこ
とが知られているため、日周性及び潮汐性に
よる脳内 DA代謝率の低下はいずれも脳下垂

体からの生殖腺刺激ホルモン（黄体ホルモ
ン；LH）の血中への放出を誘起し、生殖腺の
発達（卵母細胞の最終成熟）を促進すると考
えられる。 
 潮汐性産卵を脳内 DA代謝の多面性から考
えると説明が付く。すなわち、夜の前半に満
潮が来る場合、静水圧刺激が日周性刺激に先
んじて起こって脳内 DA代謝が低下し、脳下
垂体からの LH の分泌を促進する。一方、夜
の後半では日周性によるメラトニンピーク
（夜の 12 時ころ）が潮汐刺激よりも先に来
るため、メラトニンによる脳内 DA代謝が低
下し、脳下垂体からの LHの分泌を促進する。
すなわち、潮汐性の毎日産卵は、定時で繰り
返される日周性の変動パターンの上に一日
約 50 分ずつ遅れてくる潮汐性の変動パター
ンが上書きされることによって引き起こさ
れるとの仮説が提唱できる。 
 
２．研究の目的 
 沿岸性の魚類にとって潮に関わる周期は、
産卵や摂餌の時刻合わせのための重要な環
境要因である。魚が潮の変化を感受する機構
を明らかにすることができれば、外部環境を
利用した効率的な性成熟や成長の統御が可
能になるかもしれない。本研究では満潮前後
で毎日産卵を繰り返すミツボシキュウセン
と大潮で産卵するトラフグを主たる実験材
料に用い、潮の情報が内因性のリズムに転換
されて産卵にまで至る道筋を明らかにする
ことを目的とする。ミツボシキュウセンでこ
れまで得られてきた研究成果を基盤として
研究の更なる深化を図る。得られた知見を潮
汐性および非潮汐性産卵のベラ類へフィー
ドバックし、比較研究を通して潮情報の脳内
処理機構の全容を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 ミツボシキュウセンを実験材料に用い、自
然環境条件下及び人為的に付加した環境要
因によって視床下部域で起こる変化を生理
学的及び分子生物学的手法を用いて調べ、外
部環境変化が内因性のリズムへと転換して
いく道筋を明らかにする。トラフグに静水圧
変化を与え、脳内（特に視床下部域）で発現
変動が見られる遺伝子をマイクロアレイ法
で網羅的に明らかにする。フグ類で得られた
知見を潮汐性産卵魚（ミツボシキュウセン）
と非潮汐性産卵魚（ホンベラ）にフィードバ
ックしつつ関連鍵物質及び遺伝子の役割に
ついて検討を加えていく。 
 
４．研究成果 
 ミツボシキュウセンの視床下部域から3種
類のGnRH遺伝子のクローニングを終了した。
それらの全塩基配列は 645、1475 そして
1285bp であり、それぞれ 85、93 そして 95 ア
ミノ残基をコードしていた。近隣結合法によ
る系統解析の結果、それぞれ chicken type、
salmon type、そして medaka type の GnRH と



同定された。定量 PCR で組織発現を調べた結
果、medaka type と salmon type は脳全体に、
chicken typeは視床下部域に局在して認めら
れた。 
 
 福井県立大学と福井県栽培漁業センター
の協力により、トラフグを人為潮汐条件下に
置き、マイクロアレイの実験を行った。2 個
のケージのトラフグを収容し、12 時間の馴致
後にケージを水深 0ｍと 7m に設置した。それ
ぞれの水圧に6時間曝した後に魚から脳を取
り出して、脳内の遺伝子発現をマイクロアレ
イで比較した。その結果、プローブ設計がで
きた約 2万遺伝子のうち、発現量に 3倍以上
の差が出る遺伝子がいくつか認められ、水深
7m で発現が上昇する遺伝子が 7種類、逆に低
下する遺伝子が 6種類であった。 
 マイクロアレイにおいて、水圧の変化に応
答したと考えられた遺伝子について定量的
RT-PCR により発現量を調べた結果、マイクロ
アレイで得られた結果が再現されたが、圧力
応答に対する感受性に性差が影響する可能
性が考えられた。これと並行して、トラフグ
眼球由来の培養細胞を用い、潮汐産卵応答と
密接に関わる光環境応答および内在的な測
時機構を探る実験を行った。まず、トラフグ
細胞に発現する時計遺伝子を同定し、さらに、
様々な光条件下での発現解析を行った。その
結果、多くの時計遺伝子が光応答性を示し、
一部の時計遺伝子は概日性の発振を示した。
この結果より光応答性および概日時計発振
系がトラフグ眼球細胞に内在することが判
明した。 
 トラフグで発現差が確認できた遺伝子に
ついてベラ類でクローニングを開始し、いく
つかの遺伝子について部分配列を得た。ミツ
ボシキュウセンの脳から、静水圧付加により
トラフグ脳内で発現変化が検出された遺伝
子群のうちの 3 種(VIP/PHI, Galectin, and 
C-type natriuretic peptide(Cnp))の相同遺
伝子部分配列が単離された。これらの脳内発
現分布を調べた結果、Galectin および Cnp が
間脳で比較的強く発現していた。また、間脳
における明暗周期下での日内発現パターン
を調べた結果、いずれの遺伝子も日内発現変
化は示さなかった。さらに、ミツボシキュウ
センの近縁種であるホンベラの全脳からは 2
種の相同遺伝子(VIP/PHI and Cnp)が単離で
きたことから、これら遺伝子発現の静水圧付
加による影響を調べた。その結果、Cnp の発
現量が水圧付加により有意に増加する可能
性を見出した。 
 ミツボシキュウセンとホンベラを用いて
ドーパミン合成の律速酵素である Tyrosine 
hydroxylase（TH）の脳内局在を免疫組織化
学的手法で調べた。TH 陽性ニューロンは、主
に視索前野（POA）と後結節（PT）、そして視
床下部と思われる領域に局在していた。PT で
は脳室周辺後結節核と考えられる領域で、TH
陽性ニューロンが脳室周辺から外側に向か

って伸びていることが確認できた。視床下部
では、TH 陽性ニューロンが外側隆起核と思わ
れる領域で見られた。ホンベラの TH 陽性ニ
ューロンも POA、PT、及び視床下部で観察で
きた。TH 陽性ニューロンの神経末端が下垂体
で見られた。DA が潮汐に関わる環境情報伝達
ネットワークの一つとして潮汐情報を生殖
内分泌軸に伝える役割を担っている可能性
が考えられた。 
 トラフグ眼球由来の培養細胞FuguEyeにお
ける時計遺伝子の発現制御の細胞内情報伝
達経路を明らかにするために、外部刺激とし
て熱および種々の波長の光を与えて遺伝子
変化を調べた。その結果、熱には応答しない
ものの、赤〜近紫外までの様々な光に応答す
ることが判明した。また、光刺激に伴う遺伝
子発現変動プロファイルの比較から、光に対
する応答性は遺伝子によって異なることが
分かった。以上の結果から、トラフグにおい
ては、潮汐刺激と並んで水深や月齢の違いに
よる光環境の変化が刺激となっている可能
性が示唆された。 
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