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研究成果の概要（和文）：下垂体ホルモン、プロラクチン（PRL）が魚類皮膚の赤色素胞、黄色

素胞に直接作用して色素顆粒の凝集を引き起こすことを見出したので、本研究では色素胞に存

在するプロラクチン受容体（PRLR）のクローニングを行い、哺乳類等で報告されている PRLR1

型と相同であることを明らかにした。そして、その情報伝達は PRLR－Jak2－Grb2－Ras－アデ

ニル酸シクラーゼ－PKA という新規経路によることが新たに見出された。 
研究成果の概要（英文）：We found that a pituitary hormone, prolactin (PRL), causes pigment 
dispersion in fish erythrophores and xanthophores. In the present study, therefore, 
cloning of PRL receptors in these chromatophores was performed and the receptors were 
identified as PRLR1 type. It was also suggested that the pigment dispersion by PRL is 
revealed through a novel signaling pathway, PRLR-Jak2-Grb2-Ras-adenylate cyclase 
(AC)-PKA pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者はこれまで、下垂体ホルモンで
あるプロラクチンが多くの魚種において迅
速な赤・黄色素顆粒拡散作用を持ち、培養色
素胞においても同様の効果が認められるこ
とを報告した（Oshima et al., 1996）。さら
に、ティラピアを野外で飼育して、雄が赤い
婚姻色を呈する繁殖のシーズンには鰭の
赤・黄色素胞の数が増し、それらの色素胞の
プロラクチン感受性が高まることを見い出
した（Oshima and Nakamura, 1997）。タイリ
クバラタナゴなど赤い婚姻色が現れる他の

魚種においても同様の結果を得た。そこで、
“それでは実際に赤色素胞、黄色素胞にはプ
ロラクチン受容体が存在するのか”、という
問題がクローズアップされてきた。それまで
の知見では、哺乳類、鳥類などのプロラクチ
ン受容体はサイトカインスーパーファミリ
ーに属する膜１回貫通型で、細胞内ドメイン
がチロンシンキナーゼ Jak2 と相互作用し、
順次、Stat タンパク質ファミリーに属する転
写因子が活性化するとみなされていた
（Horseman, 1997）。しかも、このようなケ
ースではホルモン作用がわずか 10 分程度で



現れることはなく、申請者が国際学会（第 13
回国際比較内分泌学会、1997）において魚類
赤・黄色素胞へのプロラクチンの迅速な効果
を発表した時には、多くのプロラクチン研究
が驚きを表明したものである。 

一方、これまで知られている、色素顆粒運
動を制御する１次メッセンジャーの受容体
は全て７回膜貫通型で、細胞内情報伝達機構
は下図のようであり、膜１回貫通型受容体を
介する経路の存在は知られていない。そうし
た背景下で今回の研究課題が設定された。 

 

 

図 1

受容体を介する細胞内情報伝達経路   

２

ナル伝達経路を解明することを目的とした。 

．研究の方法 
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 ： 分、

PRL と 10 µM MDL-12 共存溶液投

与 15 分後 

 一般に知られている７回膜貫通型 

 
 

．研究の目的 
プロラクチン受容体が赤・黄色素胞に存在 

することを実証し、その受容体を介するシグ

 
３
 
（１）色素胞の反応ならびに阻害剤の効果： 
生理的塩類溶液中の鱗標本に PRL 溶液ある
いは種々の濃度の各種阻害剤を作用させ、光
学顕微鏡で色素胞の反応を観察、デジタルカ
メラで撮影した。画像解析ソフトにて色素顆
粒の分布面積を定量化し、反応性を拡散率の
変化として表した。拡散率は、（阻害剤とプ
ロラクチン共存溶液中での色素顆粒分布面
積－プロラクチン投与前の分布面積）/（プロ
ラクチン投与後の色素顆粒分布面積－プロ
ラ
 
（２）PRL 受容体のクローニング：黄色素胞
や赤色素胞が多く存在するゼブラフィッシ
ュ、ゴールデンバルブの尾鰭から total RNA
を抽出し、cDNA を合成後、種々のプライマ
ーの組合せで PCR を行い、その産物を電気
泳動してバンドを検出。そのバンドを
し
 

（３）精製した活性化 Ras の測定：黄色素胞
が多く存在するゼブラフィッシュ背側皮膚
からタンパク質を抽出した。Acrive Ras 
pull-down detection kit を用いてプロトコー
ルに従って活性化 Ras を精製した。精製サン
プルを SDS-PAGE で分離した後、ウエスタ
ンブロットで PVDF 膜に転写し、抗体反応さ
せた。反応後、化学発光にて活性
ン
 
（４）Grb2 のリン酸化の定量：PRL 未処理
ならびに種々の時間 PRL 処理されたゼブラ
フィッシュ背側皮膚サンプルについてたん
ぱく質濃度を測定した。等量のサンプルにつ
いて SDS-PAGE、ウエスタンブロットを行い、
サンプルを PVDF 膜に転写した。１次抗体と
して Grb2 モノクローナル抗体、2 次抗体と
してマウス IgG モノクローナル抗体を利用
して転写膜に抗体を反応させ、続いて化学発
光法でチロシ
測
 
４．研究成果 
（１）ゼブラフィッシュの黄色素胞ならびに
ゴールデンバルブの赤・黄色素胞では、他の
魚種同様にプロラクチンで色素顆粒が拡散
することが分かった。アデニル酸シクラーゼ
（AC）の阻害剤である Li+-rich solution、
MDL-12 ならびにプロテインキナ－ゼ A（PKA）
の阻害剤 H-89 によって拡散は濃度依存的に
阻害されたので、プロラクチンによる赤・黄
色素顆粒の拡散は細胞内 cAMP 濃
っ

図 2  MDL-12 による拡散阻害の例 

上段 左から生理的塩類溶液中 10 PRL 単独

投与 15 分後、



中段：左から生理的塩類溶液中 10 分、PRL 単独

投与 15 分後、PRL と 50 µM MDL-12 共存溶液投与

15 分後 

下段：左から生理的塩類溶液中 10 分、PRL 単独

投与 15 分後、PRL と 100 µM DL-12 共存溶液投与

15 分後 (スケールバー：10 µm) 

 
 
 

 
   図 3 H-89 による濃度依存的拡散阻害 

      （縦軸は色素顆粒の拡散率；％） 

 
（２）ゼブラフィッシュの黄色素胞からプロ
ラクチン受容体のクローニングを行った。翻
訳領域の起点から 229-1139 までの塩基配列
が明らかになり、PRLＲ-a に一致した。3’側
の配列の解読は不完全であるが、RACE の反応
自体はうまく行われており、その増幅フラグ
メントのサイズは PRLＲ-aで予測されるサイ
ズと一致する。従ってゼブラフィッシュの黄
色素胞には PRLＲ-aが発現していると結論し
た。 
 
（３）ゴールデンバルブの赤・黄色素胞から
プロラクチン受容体のクローニングを行っ
た結果、923 塩基、307 アミノ酸を同定する
ことができ、塩基配列の相同性はゼブラフィ
ッシュ PRLＲ-a と 83％、コイ PRLＲ-a と 93％
であった。アミノ酸配列から、立体構造を形
成するのに必要なシステインや、サイトカイ
ンスーパーファミリー特有の WS モチーフ、
膜貫通ドメインを有していること等が確認
された。2）および 3）のクローニングの結果
より、魚類の赤・黄色素胞のプロラクチン受
容体は PRLＲ1 型（PRLＲ-a もこのタイプに含
まれる）に属すると結論した。 
 
（４）PRLＲ1 型を介する情報伝達は Janus 
kinaze(Jak2) チ ロ シ ン キ ナ － ゼ -STAT 
pathway を経ており、STAT が核内 DNA と相互
作用すると考えられている。しかし、哺乳動
物では近年、Jak2 の SH2 ドメインを介して
Grab2 のチロシンのリン酸化が起こり、リン
酸化された Grab2 が Ras（低分子量 G タンパ
ク質）の活性化を誘起するという、従来とは

異なる経路が報告された（Charles et. al., 
2008）。また、酵母において Ras が AC を活性
化する経路が報告された（Sarah and Micheal, 
2008）。そこで、Jak2 の阻害剤 WP1066、Ras 

図

の阻害剤 Sulindac Sulfide の効果を調べた 
ところ、いずれも濃度依存的に PRL による黄
色素胞拡散を阻害した。 
 
 

 

   図 6  

PRL 処理 2.5、5、10、20 分のサンプル 

プルの方が
tyr/Grb2 の値が高かった。 

  図 4 WP1066 の濃度依存的な拡散阻害効果 

 
 
 

 
図 5 Sulindac Sulfide の拡散阻害効果 

 
 
（５）続いて、精製した活性化 Ras の定量化
を試みた。PRL で処理された皮膚標本におい
て活性化 Ras のバンドが濃く出ていた。 
 
 

 
活性化Rasのバンド：左からPRL未処理、

 
（６）さらに、Grb2 全量に対してチロシンリ
ン酸化された割合を決定した。PRL 未処理サ
ンプルに比べて、PRL 処理サン
P-
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(1)研究代表者 

 
図 7 total Grb2 においてリン酸化した割合 

て赤・黄色素胞では細胞内 cAMP 濃度上昇
が起こり、色素拡散が生じると考えられる。 
 

 
 
（７）以上の実験結果から、PRL 受容体
-Jak2-Grb2-Ras-AC-PKA という PRL 新規シグ
ナル伝達経路を提案する。この伝達経路によ
っ

  図 8 予測される PRL の新規情報伝達経路 
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