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研究成果の概要（和文）：有尾両生類アカハライモリの間脳視索前野で神経新生が生じていることを証明した。
PRLがイモリ間脳視索前野の細胞増殖を促す機構については、本研究によりイモリ第三脳室脈絡叢-副生体複合体
にはPRL受容体とIGF-I, IIが発現していること、さらに、間脳視索前野の増殖細胞はPRL受容体とIGF-I受容体を
発現することを明らかにした。よって、血液中のPRLが第三脳室脈絡叢-副生体複合体のPRLを介して血液から脳
脊髄液中に移送され、そのPRLが直接細胞増殖を促す可能性とPRLが第三脳室脈絡叢-副生体複合体のIGF-I, IIの
発現を促し、IGF-I, IIが細胞増殖を促す可能性があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that prolactin (PRL) stimulated the proliferation
 of neural stem cells in the preoptic area of an adult newt. In this study, we demonstrated that the
 PRL receptor (PRLR) and IGF-I and II were expressed in the complex of the choroid 
plexus-paraphysis, and PRLR and IGF-I receptor were expressed in the neural stem cells of the newt. 
One possible mechanism underlying the regulation of the proliferation of cells by PRL is that PRL 
transported from the blood to the cerebrospinal fluid via the PRLR expressed in the complex of 
choroid plexus-paraphysis directly stimulates the proliferation of the cells. Another possible 
mechanism is that PRL stimulates the expression of IGF-I and II in the complex of choroid 
plexus-paraphysis, and IGF-I and II enhance the proliferation of the cells. In the future, 
neurosphere assay should be performed to possibly provide evidence to whether PRL directly or 
indirectly stimulates the proliferation of the neural stem cells of newt.

研究分野：比較内分泌学

キーワード： 神経新生　プロラクチン　間脳　視索前野　有尾両生類　アカハライモリ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
齧歯目動物でPRLが神経前駆細胞の増殖を促すとの報告があるが、PRLが直接細胞増殖を促す確たる証明はまだな
い。本研究では有尾両生類のイモリでもPRLが神経前駆細胞の増殖を促すことを示し、またPRLが直接神経前駆細
胞に作用する直接作用の可能性とPRLが第三脳室脈絡叢-副生体複合体に発現するIGF-I, IIの合成を促し、
IGF-I, IIが細胞増殖に関わる間接作用の可能性を示すことができた。PRLやIGF-I, IIが実際にイモリ神経前駆
細胞の増殖を促すかをin vitroで証明するなども必要ではあるが、PRLの脳に対する新たな作用機序の可能性を
示す成果であると言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）哺乳類ではかつては成体では新たな神経細胞は作られないとされていたが、現在ではヒト
を含む哺乳類の成体でも神経新生が生じることが明らかにされている。しかし、神経新生が生じ
る脳の領域は限られており、大きく 2箇所がよく知られている。一つ目は大脳の海馬歯状回の顆
粒細胞下帯であり、ここで新生された神経細胞は学習や記憶形成に関与するとされる。二つ目は
大脳側脳室近傍の脳室下帯であり、ここで増殖した神経前駆細胞は神経細胞へと分化しながら
嗅球へと移動し、最終的に抑制性介在神経細胞へと分化し、嗅覚やフェロモン情報の伝達制御に
関わる可能性が指摘されている（文献 1）。脳室下帯での神経新生に関しては下垂体前葉ホルモ
ンであるプロラクチン（PRL）の関与が指摘されている。齧歯目を用いた研究により、妊娠後期
に血液中の PRL 濃度が上昇するが、それに伴い、脳室下帯での増殖細胞数が増加し、神経新生
が増強されるとの報告がある。これは授乳期に匂いやフェロモンにより仔を認識するために新
たな嗅覚、フェロモン受容の仕組みを脳内で構築している可能性が指摘されている（文献 2）。
また、近年、哺乳類でも大脳ほど盛んではないものの間脳視床下部でも神経新生が生じているこ
とが報告され、これら神経新生がエネルギー代謝関与するとの議論がなされている（文献 3）。 
 
（2）一方で、両生類における成体神経新生に関する知見は少ない。我々は PRLが生殖活動制御
に関わるアカハライモリに着目した。成体アカハライモリでは大脳側脳室周囲と間脳視索前野
が主な細胞増殖の場であること、下垂体前葉を除去するとこれら増殖細胞数が減少し、PRLの投
与により回復することを突き止めた。さらに予備的な研究により、間脳視索前野の増殖細胞の一
部がアルギニンバソトシン（AVT）を産生する神経細胞に分化することを突き止めた。AVTはア
カハライモリの求愛行動を制御するホルモンの一つであり、これまでの研究により、PRLは AVT
産生神経細胞に働きかけて求愛行動を制御する仕組みがあるのではと考えられてきた（文献 4）。
よって、PRLが間脳視索前野の細胞増殖を促すことから、PRLが AVT産生神経細胞への分化を
促し、生殖活動の制御に関わるのではないかとの考えに至った。 
 
（3）我々は PRLが間脳視索前野における細胞の増殖活性を増強する経路として二つの可能性を
検討した。一つ目は PRLが増殖細胞に直接働きかけて細胞の増殖を促す可能性（PRLの直接作
用）、二つ目は PRLが脳内で何らかの細胞増殖因子の放出を促し、その細胞増殖因子が増殖活性
を増強する可能性（PRLの間接作用）である。哺乳類では PRLは脈絡叢に発現する PRL受容体
を介して血液中から脳脊髄液中に移送される可能性が指摘されている（文献 5）。我々はイモリ
の第三脳室脈絡叢に PRL 受容体が高レベルで発現していることを見出しており、哺乳類同様に
血液中から脳脊髄液中に移送する可能性があると考えている（文献 6）。よって、間脳視索前野
の増殖細胞に PRL受容体が発現していることを見出せることができれば、PRL が直接的に増殖
を促す仕組み、つまり PRL の直接作用があると言える。また、両生類では第三脳室脈絡叢の背
側に副生体と呼ばれる脈絡叢に類似した器官があり、現在のところ機能不明であった。我々は副
生体にも PRL受容体が発現していること、さらに第三脳室脈絡叢-副生体複合体にインスリン様
成長因子（IGF）-I, IIが発現していることを見出した。哺乳類では IGF-I, IIは神経幹細胞の増殖
作用や神経新生に関与するとの報告もあり、もし PRLが第三脳室脈絡叢-副生体複合体における
IGF-I, IIの発現を増強することになれば、PRLが IGF-I, IIを介した間接作用により間脳視索前野
の細胞増殖を増強する仕組みが存在する可能性が浮上する。 
 
２．研究の目的 
（1）雄の成体アカハライモリを用い、間脳視索前野で神経新生が生じているか、また生じてい
るとすればどのような神経細胞に分化するのかを明らかにすることを一つ目の目的とした。ま
た、PRLにより間脳視索前野の増殖細胞数が維持・増強される可能性があることから、どのよう
なメカニズムで PRL が視索前野の増殖細胞に作用するかを明らかにすることを二つ目の目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（1）アカハライモリ間脳視索前野における神経新生の解析 
雄の成体アカハライモリを 3 例 5 群にわけ、5-エチニル-2’-デオキシウリジン（EdU）を投与
した。それぞれ EdU投与後 24時間、2週間、1ヶ月、2ヶ月、3ヶ月後に 4%パラホルムアルデ
ヒド液で灌流固定後に脳を採取し、その後ブアン固定液に浸漬固定したのち、定法に則りパラフ
ィン包埋した。切片を作製し、核内の DNAに取り込まれた EdUはクリック反応を応用して蛍光
標識し、神経幹細胞マーカーである Sox2または成熟神経細胞マーカーである NeuNにそれぞれ
特異的な抗体を用いた蛍光二重染色を実施し、EdU 陽性反応と Sox2 免疫陽性反応の共局在率、
EdU 陽性反応と NeuN 免疫陽性反応の共局在率を算出した。さらにホルモンを産生する神経細
胞に分化するかを検証するため、EdU 陽性反応と視床下部ホルモンであるアルギニンバソトシ
ン（AVT）、メソトシン（MT）を特異的に認識する抗体を用いた蛍光免疫染色、または EdU 陽



性反応と甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（TRH）mRNA に相補的なプローブを用いた in situ 
hybridization（ISH）により、EdUと各視床下部ホルモン産生細胞との共局在率を算出した。 
 
（2）アカハライモリ間脳視索前野の増殖細胞の性質の解析 
雄の成体アカハライモリに EdUを投与し、24時間後に上述と同様に脳をサンプリングした。EdU
の蛍光染色と神経前駆細胞／タニサイトマーカーであるグリア線維酸性タンパク質（GFAP）ま
たは Vimentin に特異的な抗体を用いて蛍光二重染色を実施し、EdU 陽性反応と GFAP 免疫陽性
反応の共局在率、EdU陽性反応と NeuN免疫陽性反応の共局在率を算出した。 
 
（3）第三脳室脈絡叢-副生体複合体におけるインスリン様成長因子（IGH）-I, II発現におよぼす
PRLの影響 
雄の成体アカハライモリを 5 例 4 群に分け、それぞれを偽手術-生理食塩水投与群、下垂体前葉
除去-生理食塩水投与群、下垂体前葉除去-PRL（3 µg）投与群、下垂体除去-PRL（30 µg）投与群
とした。1日おきに 4回生理食塩水または PRLを投与し、第三脳室脈絡叢-副生体複合体をサン
プリングした。なお、PRL はヒツジ PRL（Sigma）を用いた。これら組織から全 RNA を抽出し
たのち、逆転写し cDNA を合成した。これら cDNA を用いてリアルタイム PCR により、IGF-I, 
IGF-II 遺伝子の発現レベルを定量した。なお、肝臓の IGF-I, II は下垂体前葉ホルモンの PRL は
成長ホルモンの影響を受け、これらホルモンによって発現が高まる可能性があるため、コントロ
ールとして肝臓も採取し、リアルタイム PCRにより IGF-I, IIの発現レベルを定量した。 
 
（4）アカハライモリ間脳視索前野の増殖細胞における PRL受容体および IGF-I受容体発現解析 
雄の成体アカハライモリに EdU を投与し、24 時間後に 4%パラホルムアルデヒドで灌流固定後
に脳を採取し、その後同固定液に浸漬固定したのち、定法に則り凍結包埋した。凍結切片を作製
し、EdU蛍光染色と in situ hybridization chain reaction（isHCR）を組み合わせ、EdU陽性細胞に
PRL受容体や IGF-I受容体が発現しているかを検証した。 
 
４．研究成果 
（1）アカハライモリ間脳視索前野における神経新生の解析 
EdU投与後 24時間では EdU陽性細胞は第三脳室のごく近傍に存在し、約 90%が Sox2免疫陽性
であった。EdU投与後時間が経過するにつれて EdU陽性細胞は第三脳室から体側方向に移動す
る様子がわかった。また、EdU投与後 2週間では EdU陽性細胞の約 45%、1ヶ月では約 30%、
2 ヶ月以降では 10–20%程度が Sox2 免疫陽性であり、EdU 投与後時間が経過するにつれて EdU
陽性反応と Sox2 免疫陽性反応の共局在率は低下した。一方で、EdU 投与後 24 時間では約 10%
の EdU陽性細胞が NeuN 免疫陽性であったが、EdU 投与後の時間が経過するにつれ共局在率は
上昇し、3 ヶ月後には約 60%の EdU 陽性細胞が NeuN 免疫陽性であった。これらより、EdU 投
与後 24時間では約 90%の増殖細胞は神経幹細胞様の性質をもっていること、時間経過とともに
第三脳室周囲から体側方向に移動しながら神経細胞に分化することがわかった。さらに増殖細
胞の AVT, MT, TRH産生神経細胞への分化を検証したところ、いずれも EdU投与後 1ヶ月程度
で EdU陽性細胞の数%が AVT、MT免疫陽性反応や TRH mRNA陽性反応と共局在を示したが、
さらに時間を経過したサンプルでも必ずしも共局在率は増加せず、EdU 陽性細胞の中でも少数
の細胞がこれら視床下部ホルモンを産生する神経細胞に分化することがわかった。 
 
（2）アカハライモリ間脳視索前野の増殖細胞の性質の解析 
EdU 投与後 24 時間における EdU 陽性反応と神経前駆細胞/タニサイトマーカーである GFAP お
よび Vimentin 免疫陽性反応を比較したところ、EdU 陽性細胞のうち約 50%は GFAP および
Vimentin免疫陰性で、約 37%が GFAPおよび Vimentin免疫陽性であった。また、約 13%が GFAP
免疫陽性でかつ Vimentin 免疫陰性であり、さらに 1%未満で GFAP 免疫陰性かつ Vimentin 免疫
陽性の細胞も存在した。 
 
（3）第三脳室脈絡叢-副生体複合体におけるインスリン様成長因子（IGH）-I, II発現におよぼす
PRLの影響 
まず肝臓における IGF-I, II の発現レベルを定量した。下垂体除去-生理食塩水投与群は IGF-I, II
ともに偽手術郡と比較し、発現レベルが低下傾向または低下した。一方、PRLを投与した個体群
については、PRLの濃度依存的に IGF-I, IIの発現が高まることがわかった。これにより、肝臓の
IGF-I, IIの発現は下垂体前葉の影響下にあること、PRLは肝臓での IGF-I, IIの発現を高める作用
があることがわかった。第三脳室脈絡叢-副生体複合体の IGF-I, II の発現を解析すると、肝臓と
は異なり、偽手術群と下垂体除去-生理食塩水投与群で IGF-I, II の発現に明瞭な差は見出されな
かった。一方で、下垂体除去群に PRLを投与した場合、濃度依存的に IGF-I, IIの発現が高まる、
または高まる傾向を示すことがわかった。 
 
（4）アカハライモリ間脳視索前野の増殖細胞における PRL受容体および IGF-I受容体発現解析 
EdU投与後 24時間の個体の間脳視索前野の増殖細胞に PRL受容体または IGF-I受容体が発現し
ているかどうかを isHCR で検証した。すると、EdU 陽性細胞に PRL 受容体 mRNA のみならず



IGF-I受容体 mRNAも検出された。これらより、間脳視索前野の増殖細胞には PRL受容体と IGF-
I受容体の双方が発現していると考えられる。 
 
（5）研究成果の総括 
本研究により、有尾両生類アカハライモリ成体脳の間脳視索前野で神経新生が生じていること
を証明することができた。また、間脳視床下部または間脳視索前野の増殖細胞（神経前駆細胞）
の性質について哺乳類と魚類と比較することができた。哺乳類では視床下部での神経新生を生
じる細胞はα2 タニサイトと呼ばれる細胞であり、この細胞は GFAP と Vimentin を発現してい
るという特徴を有する（文献 7）。一方で、魚類で高い細胞増殖活性を有し、神経新生が生じる
細胞は GFAP も Vimentin も発現しないということが報告されている。今回、我々はイモリにお
いて、増殖細胞には約半数は GAFP と Vimentinを発現しないが、約 4 割の増殖細胞は GFAPも
Vimentin も発現し、わずかに GFAP のみ、Vimentin のみ発現する細胞も観察された。これら結
果は、両生類の間脳視索前野における神経前駆細胞の性質は哺乳類と魚類の中間的な位置付け
にあると言える。 
一方で、イモリ間脳視索前野で神経新生が生じることが示たものの、繁殖に AVT産生神経細胞
やその他、MT や TRH を産生する神経細胞にはごく稀にしか分化しないことがわかった。現状
では多くの増殖細胞がどのような神経細胞に最も多く分化するかなど、これらの解析は今後の
課題である。EdU投与 1ヶ月または 2ヶ月後に EdU陽性細胞をフローサイトメーターで分離し、
細胞を一つ一つ採取し、RNA-seq等の解析により各細胞の発現遺伝子を網羅的に解析することで
より詳細な分化後の細胞の性状が明らかになると考えられる。 

PRLのイモリ間脳視索前野の細胞増殖を促す機構については、これら細胞に PRL受容体と IGF-
I受容体を発現していることがわかったことから、上述の直接作用と間接作用の両方の可能性が
考えられる。つまり、PRL が第三脳室脈絡叢または副生体の PRL 受容体を介して血液中から脳
脊髄液中に移送され、その PRLが増殖細胞に作用する可能性、および PRLが第三脳室脈絡叢-副
生体複合体に発現する IGF-I, II 産生を促し、IGF-I, II が増殖細胞に作用する可能性、である。し
かし、これをさらに証明するためには in vitroで間脳視索前野の神経幹細胞を単離し、PRLまた
は IGF-I, IIを曝露した時に細胞増殖が促されるかを検証する必要がある。そのために、ニューロ
スフェア法を活用する方法が有効と考えられる。 
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