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研究成果の概要（和文）：バソプレシン族は、脊椎動物を通して攻撃行動や体液調節に関わると
されているが、２つの作用の関連は不明である。そこで、水陸両生であり、攻撃行動も明確な
トビハゼを用いて検討した。攻撃性が劣る個体や、陸上の個体では、バソトシンの発現が高ま
った。また、脳室内投与により、いずれの神経葉ホルモンも、イソトシン受容体を介し、水中
への移動を誘起することも見出した。攻撃性が劣る個体の高いバソトシンの発現は、水中への
逃避行動に関わるのかもしれない。他の種における作用からもこれらの機能の普遍性を示唆し
た。 
 
研究成果の概要（英文）：  Acclimation from marine to dilute environments constitutes 
among the most dramatic evolutionary transitions in the history of life.  Such adaptations 
have evolved in multiple lineages, but studies of the mechanisms are limited to those using 
evolutionarily advanced Deuterostome (chordates) and Ecdysozoa (crustaceans).  Here we 
examined the body-fluid homeostasis in the advanced Lophotrochozoa/mollusc, the other 
unexplored taxa, and its possible regulations by vasopressin/oxytocin superfamily peptides 
known to be implicated in fluid homeostasis in Chordata and Arthropoda.  The 
hemolymph osmotic and ionic status in the euryhaline cephalopod (Octopus ocellatus) 
following transfer from normal seawater (30 ppt) to low (20 ppt) salinity indicate the 
hyperosmo- and hyperiono-regulatory abilities for more than 1 week, as in crustaceans and 
teleost fish.  While ventilation frequency decreased by 1 day, Na+/K+-ATPase activity, 
which has been implicated in ion transport generally, was induced in two of the eight 
posterior gills after 1 week.  Furthermore, the octopuses were intravenously injected with 
1 or 100 ng/g octopressin or cephalotocin, cephalopod vasopressin/oxytocin orthologs.  
After 1 day, octopressin, not cephalotocin, decreased the hemolymph osmolality and Ca 
concentrations as well as urinary Na concentrations.  These data provide evidence for 
convergent evolution in the hyper-ionoregulatory mechanisms and the coordination by 
conserved molecules. 
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１．研究開始当初の背景 
◆ 脳下垂体神経葉ホルモンはバソプレシン
属とオキシトシン属に二分される。哺乳類で
は、バソプレシンが体液調節に、オキシトシ
ンが生殖／保育、特に授乳や分娩に重要であ
る。硬骨魚では少し構造が異なり、各々バソ
トシン (VT) とイソトシン (IT) となる。VT
は体液／血圧調節に関与しているとされて
いる。IT もウナギの飲水制御などが知られて
いる。しかし、これらの報告の多くは断片的
で統一的な見解はない。即ち VT と IT の明確
な機能的差異は不明といってよい。さらに、
神経葉ホルモン産生細胞は、脳内の様々な部
位に投射し、社会性、攻撃、性行動などにも
関与していることが、主に哺乳類で報告され
続けて注目を浴びている（Maejima ら 2009 
Cell Metab 等）。魚類でも、Goodson ら（2000 
Nature）が、ハミングフィッシュの生殖行動
における VTと IT各々の独特の役割を報告し
脚光を浴びた。しかし、これらの脳-行動制
御の脊椎動物を通じた作用機序や普遍性は
謎である。特に魚類では受容体の脳内分布も
未解析で、哺乳類でも不明な点が多い作用機
序はほとんどわかっていない。 
◆ 一方、研究代表者は 10 年来、広塩性両生
魚トビハゼが、淡水、海水に加え陸上にも適
応できることに着目し、種々の体液調節関連
ホルモン/神経ペプチドの適応過程の動態や
（Sakamoto ら 2002 J Comp Physiol 等）、こ
れらの脳室内投与の環境選択行動への影響
を網羅的に解析してきた。そして、陸上に出
ると、VT・IT の発現が高まり、他のホルモン
より強力かつ速効的に、水中への移動が誘起
されることを見いだした。即ち、神経葉ホル
モンの環境選択行動制御の発見である。この
作用機序を今回の申請計画でぜひ追究した
い。 
 また、オスが胎盤様組織を形成し、体内受
精から子育てまで行う「雄」性胎生魚ヨウジ
ウオ、タツノオトシゴなどの特異な生殖様式
を、哺乳類の場合と比較すれば、生殖の中か
ら妊娠、出産や保育を抽出して検討できる有
望なモデルになると着想し、5年前から採集、
飼育の確立に取組んできた。関連ホルモンの
cDNA 配列決定や妊娠期の動態解析も行って
いる。そして本申請で、哺乳類同様、保育に
IT は重要かどうかを解明する段階となった。
これは、魚類の保育における神経葉ホルモン
の役割に加え、研究分担者の坂本浩隆も哺乳
類で携わってきた母性、父性の検討にも繋が
る世界的にも例のない研究である。 
 さらに研究代表者は近年、遺伝子基盤が最
も整っている魚のメダカにより、種々のホル
モンの作用機序を分子レベルで解明してい

る（Takagi ら 2010）。メダカはゼブラフィシ
ュに比べ広塩性（Sakamoto ら 2001 
Aquaculture）など環境適応能に優れ生殖行
動の知見も蓄積されている。従って、上記の
広塩性両生魚トビハゼや雄性胎生魚ヨウジ
ウオで見出す VT／IT の環境選択行動や生殖
行動における機能を、分子レベルで解析し、
かつ一般化できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(１) トビハゼの環境選択行動における VT・
IT 制御を解明する目的で、トビハゼが淡水、
海水あるいは陸上に適応する過程において、
脳のこれらの発現を経時的に調べる。興味深
いところで、VT／IT の神経回路を in-situ 
receptor bindingによる効率的な受容体分布
の解析を中心に調べ、環境選択行動を制御す
る回路を解明する。標準となる VT・IT 免疫
組織化学の脳地図はほぼ完成した。 
 
(２) ヨウジウオの VT・IT と各種関連ホルモ
ンの動態を、雄の妊娠期間に焦点を当て解析
する。ステロイドホルモンやプロラクチンに
関して予備的な結果を得ている。VT／IT の重
要性が発見されたら、(１)と同様に、保育に
関わる神経回路を特定する。育児嚢でのそれ
らの受容体も調べ直接作用も検討する。 
 
(３) メダカにおいて、遺伝子情報を活用し
て VT・IT 受容体分子種の同定を効率的に行
い、各々の脳内分布を調べる。(１) (２)の
解析から明らかにした神経回路と比較し、そ
れらに重要な受容体分子を特定する。メダカ
の海水/淡水移行や生殖行動にともなう動態
を VT／IT とともに解析し、一般性を考察す
る。 
 また、ホルモン及び特定した受容体のアン
タゴニストやアゴニストをトビハゼやヨウ
ジウオの脳室内に注入して、行動レベルでの
影響を解析する。 
 
 以上を通して、魚類の環境適応と保育にお
ける VT・IT の脳-行動制御を分子レベルで解
明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) まず、脳における神経葉ホルモンの発
現と攻撃行動との関連を調べた。トビハゼの
バソトシンとイソトシンの前駆体 cDNA の塩
基配列を決定し、その配列を基に real-time 
PCR によりこれらの mRNA 量を定量化した。1
匹分の陸上を設置した 1/3海水の水槽中にオ
ス2匹を入れた後、1時間の行動を観察した。



攻撃行動のパラメーターとして、威嚇のため
の背鰭の拡張、開口、場所取り、追いかけ、
噛みつき、体当たりの回数をカウントした。
これらのパラメーターの合計が多い方を優
位個体とし、少ない方を劣位個体とした。 
 次に、陸上適応にともなう神経葉ホルモン
の発現を調べた。さらに、トビハゼの脳室内
へ神経葉ホルモンを投与し、水陸選択への効
果を調べた。 
 
(2) トビハゼの脳におけるバソトシンとイ
ソトシンの神経回路を解析した。トビハゼ脳
をブアン固定し、パラフィン切片を作製した。
最初に、H-E 染色、Nissl 染色により、脳の
基本構造を把握した。続いて、バソトシンと
イソトシンの二重免疫組織化学を行った。 
 
(3) 広塩性のイイダコの体液調節を解析し、
神経葉ホルモンに相同な頭足類のペプチド
（セファロトシンとオクトプレシン）が及ぼ
す作用を検討した。 
 まず、自然海水で飼育したタコを汽水に移
行した。 
 次いで、セファロトシンとオクトプレシン
を、タコの体液中に 10-6、10-8 M になるよう
に投与し効果を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) バソトシン mRNA 量は、優位個体よりも
劣位個体が 130%高かった。一方、イソトシン
の発現量には有意差はなかった。トビハゼに
おいても、攻撃行動にバソトシンが関与して
いることが示された。 
 次に、トビハゼを陸上に移行すると、体液
浸透圧の上昇に伴い、バソトシン mRNA 量は
350%、イソトシン mRNA 量は 140%まで増加す
ることを明らかにした。さらに、バソトシン
もイソトシンも、1 時間後には投与量に依存
して水中での時間を延長し、水中への移動回
数が減少した。すなわち水中にとどまらせた。
これらの効果は、投与してから 8時間後まで
持続した。雌雄で差は見られなかった。また、
イソトシン受容体のアンタゴニストを同時
に投与すると、バソトシンとイソトシンのい
ずれの作用も抑制された。よって、この水陸
選択行動にはバソトシンも結合するイソト
シン受容体が重要だと思われる。 
 以上の結果を併せると、攻撃性が劣るトビ
ハゼで誘導されているバソトシンは、脳内の
イソトシン受容体を介し、水中への逃避を惹
起しているのかもしれない。 
 
(2) トビハゼの脳では、多くの脊椎動物と
異なり、脳下垂体が視床下部にほぼ埋没して
いた。これは他のハゼ科でも報告されている。
バソトシンとイソトシンは主として視索前

核の異なったニューロンに存在しており、バ
ソトシンニューロンの方が多数存在する。こ
れらは下垂体を中心に広い範囲に投射して
おり、繊維の投射の数もバソトシンの方が多
い。下垂体以外では、バソトシンニューロン
の繊維は、視床下部の背側部や尾側部に多く
分布し、終脳や延髄さらには脊髄にも投射し
ていた。視床下部背側部は体液調節の中枢と
考えられており、バソトシンの一義的な作用
とあっている。イソトシンニューロンの繊維
も視床下部の尾側部に多く投射していた。や
はり延髄ヘの投射も見られた。 
 これらの結果より、バソトシンとイソトシ
ンは視索前核の異なるニューロンで主に産
生され特異的に制御されていること、それぞ
れ脳内の特異的な部位で働いている可能性
が、トビハゼにおいても示された。トビハゼ
の水中への移動において、両ホルモンは脳室
内投与で同様の効果を示すので、どちらのホ
ルモンのニューロンも投射している視床下
部の尾側部や延髄がこの行動に関与してい
るのかもしれない。別の部位への投射は、バ
ソトシンは血圧・体液調節や攻撃行動に、イ
ソトシンは飲水行動など、それぞれ特有の作
用に関係していると思われる。 
 
(3) 自然海水で飼育したタコを汽水に移す
と、1 日目は汽水と同等まで下がるが、7 日
目には汽水より高張に調節された。尿の浸透
圧は、いずれの環境でも体液と等張であった。
体液 Na 濃度は、汽水移行後も変化せず、よ
く調節されていた。尿の Na 濃度は常に体液
のものよりも高かったが、汽水移行後は低下
した。軟体動物でも尿により体液の塩濃度が
調節される可能性を見出した。一方、体液の
Ca 濃度は、常に環境水のものより高かったが、
環境水の Ca濃度の低下にともない減少した。
尿の Ca 濃度は、体液のものよりも常に低い
が、同様に汽水中で減少した。また、Na/K-ATP
アーゼは、心臓から遠い鰓葉において、汽水
移行後 7日目に活性が高まった。これらの鰓
において Na を汽水から取り込んでいる可能
性も示された。一方、腎臓の Na/K-ATP アー
ゼ活性は変化しなかった。 
 オクトプレシンの投与により、1 日後の体
液の浸透圧と Ca 濃度、尿の Na 濃度が低下し
た。体液 Na濃度、尿の浸透圧と Ca 濃度には
影響がなかった。一方、セファロトシン投与
は、これらのいずれにも効果が見られなかっ
た。また、オクトプレシンは、Na/K-ATP アー
ゼ活性には、鰓でも腎臓でも効果がなかった。
なお、これらの効果には雌雄差は見られなか
った。 
 以上の結果より、イイダコは、尿からの塩
の排出と鰓における塩の輸送を制御するこ
とによって、体液を調節している可能性が示
された。また、オクトプレシンはその体液調



節に関わっていることが明らかとなった。 
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