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研究成果の概要（和文）：モデル生物キイロショウジョウバエでは、概日時計の分子メカニズムが良く研究されている
が、神経機構の研究ではまだ分からないことが多い。すでに脳内の150個の神経細胞が概日リズムをうみだす“時計細
胞”であることが同定されているが、それらの細胞がどのようにして時間情報を出力していくかは不明である。本研究
では、神経ペプチドであるITP（ion transport peptide）とCCHa1が概日時計の出力因子であることを新たに同定した
。

研究成果の概要（英文）：In Drosophila melanogaster, the molecular mechanism of circadian clock has been 
well investigated. However, its neuronal mechanism still remains elusive. The Drosophila brain contains 
about 150 neurons that are responsible for circadian rhythms in behavior. The motivation of this study is 
to understand how the circadian clock neurons read out time information, which they generate, to 
downstream neurons. Here, we found that ITP and CCHa1 are new candidate peptides that function as output 
factors of the clock neurons.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
概日時計は、24 時間周期で変化する地球環

境に適応するために、進化の過程で生物が獲
得した生物時計機構である。概日時計は、約
24 時間のリズムを生みだし、生物の生存が有
利になるように様々な生物活動に周期性を
持たせる。概日時計はその約 24 時間周期を
自律的に生み出すが、環境サイクルに同調す
ることもできる。それにより様々な環境下で
柔軟に生物の適応性を高める。これを概日時
計の環境同調性とよぶ。 
動物の概日行動リズムは、脳（いくつかの

種では眼）にある中時計細胞によって制御さ
れている。キイロショウジョウバエは、全生
物種で初めて、概日時計に関わる遺伝子が発
見されたモデル生物である。その後 20 年以
上の研究の積み重ねを経て、時計遺伝子を発
現している約150個の脳神経細胞が中枢時計
を担う、“時計細胞”であることが明らかに
された（図１；Peschel & Helfrich-Förster, 
2011）。脊椎動物でも、脳内の時計細胞は同
定されているが、その数は数千個である。こ
のことから、ショウジョウバエは概日時計の
神経メカニズムの研究においても、非常に有
用なモデル生物として扱われている。 

これまでの研究で、恐らくショウジョウバ
エの 150 個の時計細胞は、細胞間のコミュニ
ケーションによって、時間情報をやり取りし、
互いに同調していることが明らかになって
いる（Yoshii et al., 2012）。神経ペプチド
PDF(Pigment dispersing factor)は、l-LNv
と s-LNvとよばれる一群の時計細胞の出力因
子である。PDF の役割は、PDF 陽性時計細胞
の情報を他の時計細胞へ伝達することであ
る。それにより、時計細胞間の同調や、リズ
ムの周期の調節、また光情報の共有などを行
っているとされている。しかし、l-LNv と
s-LNv 細胞群は、150 個の時計細胞の中の約
16 個であることから、他の時計細胞は別の因
子によって、情報伝達を行っているはずであ
るが、未解明であった。我々のこれまでの研
究により、ITP（ion transport peptide）と
CCHamide1(CCHa1)とよばれる神経ペプチド
が、時計細胞の一部で発現していることが明
らかになった。しかし、これらの神経ペプチ
ドの時計細胞ネットワークにおける役割は
研究されていなかった。 

 

２．研究の目的 
 
キイロショウジョウバエでは、概日行動リ

ズムを生みだす脳時計細胞が正確に同定さ
れているが、それらの神経群がどのようにし
て協調して、時間情報を下流細胞に伝えてい
るのかは、ほとんど明らかになっていない。
PDF 神経ペプチドは、一部の時計細胞群の出
力因子であることが分かっているが、その他
の時計細胞も出力因子を持っているはずで
ある。そこで、本研究では、研究代表者らが
新たに同定した候補因子である ITP と CCHa1
神経ペプチドの機能解析を行い、概日時計の
神経ネットワーク機構の理解を深めること
を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（1）RNA 干渉法 
当該神経ペプチドの機能解析のために、

GAL4/UAS システムを用いて、時計細胞特異的
に、それぞれの遺伝子に特異的な二本鎖 RNA
の発現を行った。時計細胞特異的 GAL4 系統
には tim-GAL4系統を用いた。また PDF、ITP、
CCHa1 のそれぞれの UAS-RNAi 系統は、ブルー
ミントンストックセンター（アメリカ合衆
国）と VDRC ストックセンター（オーストリ
ア）からそれぞれ購入した。ショウジョウバ
エでは、RNA 干渉の過程で働く dicer2遺伝子
を 2本鎖 RNA と同時に発現させると、より効
果的に遺伝子ノックダウンを引き起こすこ
と が で き る こ と か ら 、 ま ず
UAS-dicer2;tim-GAL4 系統を一般的なショウ
ジョウバエの交配実験によって作成した。こ
の UAS-dicer2;tim-GAL4 系統のメスを各
UAS-RNAi 系統のオスに掛け合わせることに
よって、時計細胞特異的に遺伝子ノックダウ
ンを行った。 
 
（2）歩行活動リズムの計測 
赤外線センサーを利用した一般的なショ

ウ ジ ョ ウ バ エ 用 活 動 リ ズ ム 計 測 装 置
DAM2(Trikinetics Inc.)を用いて歩行活動の
計測を行った。計測装置はインキュベーター
内に設置し、温度は 20℃一定で維持した。白
色LEDによって明暗サイクルの制御を行った。
まず明暗サイクル（明期１２時間：暗期１２
時間）の条件で 7 日間活動リズムを計測し、
その後恒暗条件に移行した。成虫のショウジ
ョウバエで羽化後5日以上経ったオスを使用
した。活動リズムの解析には ActogramJ を使
用した(Schmid et al., 2011)。 
 
（3）免疫組織化学 
 キイロショウジョウバエ成虫の脳を解剖
し、4％パラフォルムアルデヒドで固定した
後、免疫蛍光染色を行った。一次抗体として、
抗 ITP 抗体、抗 CCHa1 抗体、抗 TIM 抗体、抗
PDF 抗体を用いた。また二次抗体にはライフ
テクノロジー社のAlexaシリーズを使用した。

図１．ショウジョウバエ脳内時計細胞群 



染色された脳はスライドグラス上に封入し、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 
 
４．研究成果 
 
（1）ITP と CCHa1 の時計細胞での発現 
ショウジョウバエ成虫の脳を ITP と CCHa1
にそれぞれ特異的な抗体を用いて、免疫染色
した。時計細胞を同時に染めるために、時計
タンパク質TIMに特異的な抗体を用いた。ITP
は 5th s-LNv と LNd とよばれる時計細胞で免
疫陽性を確認できた。これは以前の我々の結
果と同じである(Johard et al., 2009)。一
方、CCHa1 は DN1a とよばれる時計細胞群で発
現していることが確認でき、ITP と CCHa1 は
別々の時計細胞群で働く神経ペプチドであ
ると予想される。また PDF は l-LNv と s-LNv
細胞で発現していることから、これら二つの
神経ペプチドとは別の時計細胞群で働いて
いることが分かった。 
 
（2）ITP の機能解析 
共同研究者により、itp遺伝子のノックアウ
ト系統は致死であることが知らされていた。
ITP はショウジョウバエの生存に重要な働き
を持つと考えられる。ITP は時計細胞以外で
も発現していること、また他の昆虫では体内
の水分再吸収に関与していることから、時計
細胞外のITPは生存に直接関係すると考えた。
そこで、時計細胞でのみ itp遺伝子発現をノ
ッ ク ダ ウ ン さ せ る こ と を 試 み た 。
UAS-dicer2;tim-GAL4/UAS-itpRNAi 系統は、問
題なく生育し、コントロール系統と比べて死
亡率が高くはなかった。 
免疫組織化学により、itp 遺伝子 RNAi 系統
の時計細胞内のITPがどれぐらい減少してい
るかを確認したところ、ほとんど検出できな
いレベルまで低下していた。一方で、時計細
胞外のITPの発現レベルには変化がなかった。 
次に、itp 遺伝子 RNAi 系統の歩行活動リズ
ムを計測し、時計細胞における ITP の機能を
解析した。コントロール系統と比べて、itp
遺伝子 RNAi 系統では明期終わり頃の活動が
やや上昇し、恒暗条件下では自由継続周期が
約 30 分程度延長した。従って、時計細胞に
おけるITPが概日行動リズムに関与している
ことが明らかになった。 
 
（3）PDF と ITP の二重ノックダウン 
PDFとITPが相互作用して働く可能性を検証
するために、UAS-PdfRNAi 系統を使って、Pdf
遺伝子と itp遺伝子の二重遺伝子ノックダウ
ンを試みた。免疫組織化学の結果では、ITP
と PDFともに検出できないレベルまで低下し
ていることが確認できた。この二重ノックダ
ウン系統では、それぞれのシングルノックダ
ウン系統と比べて、昼間、夜間ともに活動量
が大幅に上昇しており、睡眠量は大きく減少
していた。つまり、PDF と ITP の二つの時計
出力因子を欠くと、睡眠・覚醒に影響が出る

ものと考えられる。 
 
（4）ITP の量的概日リズム 
s-LNv細胞群の軸索末端においてPDFは量的
な概日リズムを示す。本研究では ITP におい
ても同様のことを免疫組織化学によって検
討した。その結果、ITP も ITP 陽性時計細胞
の軸索末端部分で、量的な変化が見られるこ
とが明らかになった。面白いことに、それぞ
れの軸索末端で、PDF 発現量が高まる時間帯
では、ITP の量は減少し、逆に PDF が少ない
時は、ITP が多くなる傾向が見られた。従っ
て、PDF 陽性時計細胞と ITP 陽性時計細胞は
相互補完的な役割があるのではないかと考
えられる。このことは、PDF と ITP の二重遺
伝子ノックダウンでは睡眠量が著しく低下
したが、それぞれの遺伝子のシングルノック
ダウンではあまり影響がなかったことと関
係しているのかもしれない。 
 
（5）ITP の過剰発現 
 ITP が時計細胞の出力因子であるならば、
脳内に ITP を過剰に発現した場合には、なん
らかの影響が見られるかもしれない。そこで、
共同研究者らと共に UAS-ITP 系統を作製し、
各種 GAL4 系統を用いて、脳内の ITP 量を増
加させた。特に、tim-GAL4を用いて、すべて
の時計細胞に ITP を過剰発現した場合には、
歩行活動リズムが消失した。しかし、他の多
くの GAL4 系統ではあまり影響が見られなか
ったことから、単純な ITP の増加が活動リズ
ムに影響したわけではなく、tim-GAL4特異的
な何かがあったと推察される。 
 
（6）CCHa1 の機能解析 
ITP の研究と同様に、CCHa1 遺伝子を RNA

干渉法によりノックダウンし、機能解析を行
った。まず全身で CCHa1をノックダウンした
場合にはほぼすべての個体で致死となった。
従って、ITP の場合と同様に、CCHa1 はハエ
の生存に関係している重要な遺伝子である
ことが分かった。そこで、また tim-GAL4 を
用いて、時計細胞特異的に CCHa1をノックダ
ウンした。免疫組織化学の結果では、ほぼ検
出できないレベルまでCCHa1ペプチドが減少
していることが確認された。 
CCHa1 ノックダウン系統の歩行活動リズム

は、明暗サイクル下では特に目立った影響は
見られなかったが、恒暗条件下では多くの個
体でリズムの減衰が見られた。従って、CCHa1
もまた概日行動リズムに関与する時計細胞
の出力因子であることが明らかになった。 
 

（7）CCHa1-R の機能解析 
CCHa1 はすでに受容体(CCHa1-R)が特定され
ている。そこで、CCHa1-R の遺伝子ノックダ
ウンを行い、歩行活動リズムへ影響を検討し
た。その結果、全身でノックダウンを行うと
致死になり、tim-GAL4でノックダウンを行う
と、恒暗条件下で多くの個体の歩行活動リズ



ムが減衰した。従って、CCHa1-R のノックダ
ウンの結果は、CCHa1 をノックダウンした場
合とほぼ同じであることが分かった。受容体
の抗体は存在しないため、本研究で何度か抗
体作製に取り組んだが、特異的な抗体を得る
ことはできなかった。 
 
（8）CCHa1-R の発現場所の同定 
CCHa1-R は抗体が存在しないため、脳内の

どの場所で発現しているのかが特定されて
いない。そこで、CCHa1-R の 5’非翻訳領域
に GAL4を挿入した系統を作製した。UAS-GFP
系統と掛け合わせることで、CCHa1-R の発現
場所を、GFP を用いて可視化することに成功
した。CCHa1-R は脳内の多くの場所で発現し
ており、この中のいずれかが時計細胞から時
間情報を受け取っていると想定される。 
 

今後の展開 
 
CCHa1 の機能解析により非常に重要な発見

ができているが、まだいくつかの点で確認し
なければならない。まず、CCHa1 が時計細胞
の出力因子であることは間違いないが、どこ
に 出 力 し て い る か は 不 明 で あ る 。
CCHa1-R-GAL4 系統はこれを明らかにする上
で、非常に重要である。また、ITP や PDF と
同様に、CCHa1 には量的な概日リズムが存在
するかどうかも検討しなければならない。さ
らに、これら３つの出力因子の相互作用は分
かっていない。以上の問題を明らかにするこ
とで、概日時計の神経ネットワークをさらに
紐解くことができるであろう。 
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