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ドジョウ  (Misgurnus anguillicaudatus ) は，日本をはじめとする東アジアに

広く分布しており，日本人にとって古くから馴染み深い生物である．ドジョウは

湖沼などの止水域の水底環境に適応しており，ゼブラフィッシュをはじめとする

多くの遊泳性魚類とは生態が大きく異なる．このような生物において，光環境へ

の応答である視覚について解析し，ゼブラフィッシュをはじめとするモデル生物

と比較することは，生物の環境適応について理解する助けになる．タンパク質で

あるオプシンは，発色団であるレチナールと結合して光を受容する．オプシンの

種類，数，発色団を調べることにより，光環境への適応を類推できる．一般的に，

魚類は  4 色型色覚を持ち，この分子基盤は， M 1， M 2， S， L という  4 グループの

視覚オプシンであるが，薄明期はこれらとは別の  Rh グループが担当する．これ

ら  5 つのグループそれぞれの遺伝子数は，魚類の生息環境に応じて異なっている．

ヒトは，発色団として  A 1-レチナールのみを持つが，魚類においては発色団に多

様性があり，海水魚は A 1-レチナールのみを発色団にもつ場合が多く，淡水魚は

A 1-レチナールのほか A 2-レチナールを持つ場合が多い．A 2-レチナールを発色団に

持つ視物質は， A 1-レチナールを持つ場合に比べて吸収波長が長波長にシフトし，

長波長光が豊富な淡水環境に適応していると考えられている．  

 光は視覚に利用されるだけでなく，概日時計の光同調にも関わる．概日時計は

生物が地球の昼夜サイクルに適応するために発達させた機構であり，動物の行動

や生理を司る因子の  1 つである．概日時計機構は，内在的な遺伝子発現変動によ

って約  24 時間のリズムを作り出す発振系，外部刺激を用いて発振系の位相同調

を行う入力系，発振系のリズムを生体の様々な反応に伝える出力系から成る．発

振系に おい て， 時 計タン パク 質で あ る  CLOCK と  BMAL の複合 体が ， Period や  

Cryptochrome の転写を促進する．その翻訳産物である  PER と  CRY の複合体が

CLOCK:BMAL 複合体の転写促進を抑制することによって形成されるネガティブフ

ィードバックループが，発振系のコアになっている．魚類における概日時計の分

子レベルの研究は，モデル生物であるゼブラフィッシュに集中して進められてき

た．ドジョウの概日時計を解析することは，生態を理解する助けになるほか，最

適な光条件や給餌条件を決めるうえでも役立ち，養殖産業にも貢献できるだろう． 

 本研究では，このような背景に基づき，ドジョウの視覚と概日時計機構につい

て，解析を行った．本論文は  5 つの章から成る．以下に概略を示す．  

 第  1 章は本研究の序論であり，動物の主要な光受容タンパク質であるオプシン

と，脊椎動物の概日時計機構について解説したほか，ドジョウについての先行研

究に言及し，本研究の意義を述べた．  

 第  2 章は本研究で用いた研究手法について記述した．ドジョウの行動測定系，

時計遺伝子とオプシン遺伝子の部分配列同定と発現定量手法，視物質の分光解析

手法と発現局在解析手法について説明した．  
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 第  3 章では，ドジョウの概日時計機構の発振系，入力系，出力系，および眼球

におけるオプシンの発現について解析した結果を記述した．まず，ドジョウの概

日時計機構の出力系を解析するために，赤外線センサーを用いた小型魚類遊泳行

動測定装置を使って，明暗条件下と恒暗条件下で行動量を測定した．その結果，

大半の個体で明暗条件下では暗期に活発に行動し，光によって行動が抑制された．

一方で，恒暗条件下では行動量の日内変動性が小さくなり，行動のリズム性が減

衰する傾向が見られた．次に，概日時計機構の発振系を解析するために，ドジョ

ウの時計遺伝子に着目した．ドジョウの遺伝子情報が不足していたため，脳と眼

球の  RNA シーケンスを行い，時計遺伝子の情報を取得した．これらの遺伝子の  

mRNA レベルを解析するにあたり， qRT-PCR 用のプライマーセットを設計した．こ

の際，ゼブラフィッシュのゲノム情報を参考にしてイントロンの位置を推定し，

PCR 領域にエキソンイントロンジャンクションを含むように留意した．これによ

り，ゲノム  DNA 由来の増幅と  cDNA 由来の増幅を区別できるように工夫した．設

計したプライマーセットを用い，時計遺伝子の発現位相と光応答性を調べるため

に，明暗条件下と恒暗条件下における，眼球の時計遺伝子の  mRNA 発現レベルを

解析した．その結果，ドジョウの  Cry 遺伝子と  Per 遺伝子は，概日時計機構の

制御を受けるもの，光応答性を持つもの，その両方の特徴を併せ持つもの，およ

び明確な発現変動性を示さないものに分類することができた．  

オプシン遺伝子に関しては  RNA シーケンスのアセンブリからオプシンのトラ

ンスクリプトを同定し，オプシン遺伝子をコードしている可能性のある  21 の遺

伝子配列を見つけた．次に，上記の時計遺伝子と同様の方法で  RT-PCR 用のプラ

イマーセットを設計し，ゲノム上の存在と眼球における発現を調べた．その結果，

ドジョウの眼球では  7 種類の視覚オプシンの  mRNA が発現していることがわかり，

Rh1， Rh1-2， Red-opsin では特に強い発現シグナルが見られた．  

ドジョウの眼球におけるオプシンのタンパク質レベルの発現量や組織局在につい

ての知見を得るため，ウエスタンブロット解析，免疫組織化学解析，および分光

学的解析を行った．ウエスタンブロット解析によりドジョウオプシンタンパク質

を検出できることを確認した抗ニワトリロドプシン血清  (cRh-C) を用い，免疫組

織化学で組織局在を調べたところ，多くの桿体で陽性シグナルが検出された．分

光解析の結果， 520 nm に吸収ピークが見られ，さらに光照射前と光照射後の差ス

ペクトルは  440 nm に単一の等吸収点を持つことから，退色が単一の成分による

ものであることが示唆された．この結果から，ドジョウの網膜では， RT-PCR では

強いシグナルが見られたにもかかわらず赤錐体は少なく，桿体視物質の割合が高

いと考えられた．また，網膜視物質の吸収スペクトルの形から，桿体視物質の発

色団は A 1-レチナールではなく  A 2-レチナールであると考えられ，ドジョウの桿体

視物質はロドプシンではなくポルフィロプシンであることが示唆された．一方
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で，網膜におけるポルフィロプシンの密度を推定したところ，ヒトや，夜行性動

物であるマウスよりも低いことがわかり，ドジョウは視力が低いことが示唆され

た．  

 最後に，眼球がドジョウの行動制御に対する主要な光入力器官であるかどうか

検討するため，眼球切除がドジョウ行動に与える影響を調べた．眼球切除前と眼

球切除後で，行動リズム性と行動リズムの周期長を比較したところ，どちらも有

意差は見られず，眼球切除後もドジョウが光に応答していることが示唆された．

したがって，ドジョウにおいては，眼球のみが行動を制御する光受容を担うわけ

ではなく，脳や松果体といった網膜外の部位も光入力にかかわることが考えられ

た．  

 第  4 章では，第  3 章で得られた結果について，ゼブラフィッシュをはじめと

する他の魚類と比較して考察した．明暗条件下と恒暗条件下において，ドジョウ

の行動を測定し，眼球における時計遺伝子発現を解析した結果から，ドジョウの

行動は光によって抑制され，概日時計機構によっては弱く調節されている可能性

が考えられた．ドジョウ眼球における  Cry 遺伝子と  Per 遺伝子の発現をゼブラ

フィッシュと比較すると，両者の間で発現位相はおおむね一致していた．ドジョ

ウは夜行性であるのに対してゼブラフィッシュは昼行性であり，夜行性魚類と昼

行性魚類の間で時計遺伝子の発現位相が保存されているとすれば，より下流のシ

グナル伝達経路で昼夜の行動が調節されていると考えられる．視覚オプシンは魚

種によって多様性があり，夜行性魚類の中でも，ドジョウのように昼行性魚類と

同じく  5 つのグループの視覚オプシンを持つものと，デンキウナギのように限ら

れたグループの視覚オプシンしか持たないものが見られた．このことから，ドジ

ョウは幅広い波長の光を受容していると考えられる．第  4 章ではこのほかに，ド

ジョウが夜行性である生態的意義についても考察した．  

 第  5 章では今後の展望や，本研究で得られた知見を水産業に応用する可能性に

ついて記述した．概日時計機構の位相調節には夜明け期や夕暮れ期の薄明期の光

が重要な役割を果たす一方，本研究を含む多くの実験室環境では，地球の昼夜サ

イクルを再現するために，照明の点灯と消灯が瞬時に切り替わる方形波的な明暗

サイクルを採用している．測定条件を自然環境に近づけると動物の行動が変化す

る例は，キイロショウジョウバエやゴールデンハムスターなどで知られており，

ドジョウにおいても薄明期を再現した実験を行えば，行動プロファイルが変化す

る，あるいは，明暗条件下から恒暗条件下に移行後のドジョウの行動リズム性が

改善する可能性がある．優れた栄養価を持つドジョウは養殖対象としての可能性

を秘めており，これらの知見を踏まえ，ドジョウにとって最適な飼育条件を確立

することによって，効率的な養殖を実現できるだろう．  
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