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研究成果の概要（和文）：アカハライモリの雄の求愛行動発現に重要なホルモンであるプロラク

チン（PRL）は、同様に求愛行動発現を誘起するアルギニンバソトシン（AVT）の放出や前駆

体遺伝子の発現に影響を与えることがわかった。また、イモリ AVT 受容体を特異的に認識する

抗体を用いた免疫組織化学的手法や AVT 受容体アンタゴニストを用いたレポータージーンア

ッセイにより、イモリ脳内に発現する 3 種類の AVT 受容体のうち、特に V1a タイプ受容体が

求愛行動発現に重要であると推定された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：It is known that anterior pituitary hormone prolactin (PRL) and 
posterior pituitary hormone arginine vasotocin (AVT) play important roles in the 
expression of courtship behavior of the male newt Cynops pyrrhogaster. In this study, we 
demonstrated that PRL has AVT releasing activity by the organ culture technique and 
up-regulates the expression of AVT precursor gene. Judging from the result of reporter 
gene assay using vasopressin V1a receptor antagonist and the localization of AVT V1a-type 
receptor in the newt brain, it was concluded that the AVT V1a-type receptor is one of the 
most important receptor in the courtship behavior induced by AVT. 
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１．研究開始当初の背景 
 繁殖期アカハライモリの雄は、雌に対して
特異的な求愛行動を行う。この求愛行動発現
にはプロラクチン（PRL）やアルギニンバソ
トシン（AVT）が重要な役割を果たす。これ
らホルモンを脳室または腹腔に投与して、行
動実験を行うと、脳室に投与した場合、ごく
微量で求愛行動が誘起されることから、中枢
に作用して求愛行動が発現することが明ら
かにされている。一方で、我々は抗イモリ
PRL 受容体抗体と抗 AVT 血清を用いた免疫
組織化学的手法により、間脳視索前野の AVT
含有ニューロンに PRL 受容体が発現してい
ることを見いだした。そこで、a)あらかじめ
PRL を腹腔投与した雄に AVT 受容体アン
タゴニストを脳室に投与する。b)あらかじ
め AVT を腹腔投与した雄に抗 PRL 受容体
抗体を脳室に投与する。以上の 2 つの実験
を実施したところ、a)では求愛行動は抑制
されたが、b)では求愛行動は抑制されなか
った。つまり、PRL 存在下でも AVT 受容
体をブロックすると求愛行動発現が抑制さ
れ、AVT が存在すれば PRL 受容体をブロ
ックしても求愛行動は誘起される、という
ことが言えた。これら実験の結果と AVT 含
有ニューロンに PRL 受容体が発現してい
るということを考慮すると、PRL による求
愛行動誘起は AVT を介するという仮説を
立てることができた。これら先行研究より、
PRL の AVT 含有ニューロンへの作用、AVT
の中枢への作用を分子レベルで解き明かす
必要性が高まった。 
  
 
２．研究の目的 
 本研究では、PRL が(1) AVT 含有ニューロ
ンに対してどのような作用を有するか、(2) 
AVT による求愛行動の誘起メカニズムに迫
る、ということを目的とした。具体的には、
(1)ではPRLにAVT放出活性があるのかどう
か、PRL が AVT 含有ニューロンで AVT 前駆
体遺伝子の発現に対してどのような影響を
およぼすのかを解析することとした。(2)では、
アカハライモリは 3 種類の AVT 受容体が脳
で発現しているが、それら受容体に対する特
異的抗体を作成し、詳細に脳内の AVT 受容
体発現部位を特定すること、レポータージー
ンアッセイを利用してどの受容体が求愛行
動発現に関与するかを特定すること、それら
結果を総合し、求愛行動誘起に重要な脳部位
を特定することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
1) アカハライモリ脳培養系を用いたプロラ
クチンのAVT産生および放出に与える影響

の解析：両生類生理食塩水（111 mM NaCl, 
1.9 mM KCl, 1.1 mM CaCl2, 2.4 mM 
NaHCO3）、培養液（70% M199, 20 mM 
Hepes, 10 mM NaHCO3, 100 µg/ml 
streptomycin, 100 U/ml penicilllin）を準備
した。あらかじめメディウムを 500 µl入れて
おいた 48 穴プレートのウェルに脳（脳膜、
脈絡叢、下垂体を除去したもの）を一つづ入
れた。メディウムを再度交換し、23˚C, 95% 
Air, 5% CO2で 90 分インキュベート。90 分
後oPRL含or不含メディウムと交換した。
oPRL濃度は 10-8, 10-7, 10-6 Mである。23˚C, 
95% Air, 5% CO2で 24 時間インキュベート
した。24 時間後、メディウムおよび脳を回収
し、メディウムは凍結乾燥した。脳は、ボイ
ル後、5%酢酸中でホモジナイズし、C18 カ
ラムに通すことによってAVTを粗精製した。
メディウム中および脳内のAVT量は抗AVT
抗血清を用いた放射免疫測定法によって測
定した。 
2) PRL の AVT 前駆体 mRNA 発現レベルへ
の影響：下垂体除去手術を施した雄イモリの
脳室に PRL を投与した個体について、間脳
視索前野の AVT 含有ニューロンにおける
AVT 前 駆 体 mRNA 発 現 を in situ 
hybridization により解析した。AVT 前駆体
mRNA と相補的なプローブは fluorescence
で標識しており、in vitro transcription によ
り合成した。プローブの長さはおよそ 300 
base で、メソトシン前駆体 mRNA とは反応
しないことをあらかじめ確認した。ハイブリ
ダイゼーション後、切片を洗浄し、抗
fluorescence 抗体-ペルオキシダーゼ標識を
反応させ、ジアミノベンジジン(DAB)をクロ
モゲンに発色反応を別々に進めた。発色反応
は全てのサンプルを同時に、同一時間行った。 
3) プロラクチンの間脳視索前野における
AVT 免疫陽性反応への影響：下垂体除去手術
を施した雄イモリの腹腔に PRL を投与し、
脳を採取した。ウサギ抗 AVT 抗血清を用い
た免疫組織化学的手法（ABC 法）により間脳
視索前野における AVT の免疫陽性反応性を
解析した。使用した抗 AVT 抗血清は上記条
件下ではMTと交叉しないことをあらかじめ
確認している。また、発色にはジアミノベン
ジジンをクロモゲンに使用したが、発色反応
は全てのサンプルで同時に、同一時間行った。 
4) アカハライモリ脳内の AVT 免疫陽性細
胞・繊維および AVT タイプ受容体免疫陽性
細胞の分布：抗 AVT 血清およびアカハライ
モリ AVT V1a、V2、V3/V1b タイプ受容体カ
ルボキシ末端のペプチドを抗原としたモル
モット抗イモリ AVT V1a、V2、V3/V1b タイ
プ受容体抗血清を使用した免疫組織化学的
手法（ABC 法）により、雄イモリ脳内の AVT 
免疫陽性細胞・繊維および AVT 受容体免疫



陽性細胞の分布を解析した。 
5) レポータージーンアッセイを用いたイモ
リ AVT 受容体のバソプレッシン V1a 受容体
のアンタゴニストに対する反応性の検証：
HEK293細胞に各イモリ AVT受容体の ORF
が組み込まれた発現ベクター（pF9A CMV 
hRluc-neo Flexi Vector：プロメガ）およびレ
ポータージーンベクター（pGL4.29[luc2P 
/CRE/Hygro]Vector または pGL4.30[luc2P 
/NFAT-RE/Hygro] Vector）を導入した。レポ
ータージーンの発現が活性化するAVT濃度
を決定し、一定濃度のAVTに対し、種々の濃
度のバソプレッシンV1a受容体のアンタゴニ
スト([d(CH2)5

1, Tyr(Me)2, Arg8]-vaso 
pressin)を加え、レポータージーンの発現を
解析した。 
 
 
４．研究成果 
1) アカハライモリ脳培養系を用いたプロラ
クチンのAVT産生および放出に与える影響
の解析：イモリ脳からメディウム中に放出さ
れたAVTはコントロールと比較し、PRL濃度
依存的に増加する傾向にあり、10-6 MのPRL
に曝露されたとき、統計的有意にAVT放出量
が増加した。また、培養脳内のAVT量につい
ても、PRL濃度依存的に増加する傾向にあっ
たが、統計的有意な差は見られなかった。 
2) PRL の AVT 前駆体 mRNA 発現レベルへ

視索前野における

性細

 

る位置

の影響：間脳視索前野に AVT 前駆体 mRNA
シグナルの集団が観察された。PRL を投与し
た個体では AVT 前駆体 mRNA シグナル強度
が生理食塩水投与個体と比較し、高まってい
る様子が観察された。 
3) プロラクチンの間脳
AVT 免疫陽性反応への影響：腹腔内に PRL
を投与した個体および生理食塩水を投与し
たコントロール群で、間脳視索前野の AVT
免疫陽性反応を比較したところ、PRL 投与群
の方が、コントロール群と比較し、免疫陽性
反応の強度が強い様子が観察された。 
4) アカハライモリ脳内の AVT 免疫陽
胞・繊維および AVT タイプ受容体免疫陽性
細胞の分布：AVT 免疫陽性細胞は、主として
間脳視索前野に見られた。ごくわずかに大脳
内側外套、分界上床核で見られた。免疫陽性
繊維は下垂体後葉に投射しているものだけ
でなく、多くの脳部位で観察された。特に大
脳内側外套、扁桃体、分界上床核、間脳視索
前野、腹側視床下部、視葉、延髄白質等で観
察された。V1a 受容体は大脳では内側外套に
最も強い発現を示しており、扁桃体、分界上
床核にも発現が確認された。間脳では視索前
野、視交叉上核、視床、室周核、背側および
腹側視床下部に、中脳では視葉、脚間核、延
髄では網様体および縫線核に発現が認めら
れ、さらに、イモリ雄の求愛行動時の尾を振

る行動に直接関わりがあると考えられてい
る第 8脳神経根近傍に存在するマウスナー細
胞も免疫陽性反応を示した。V2 タイプ受容
体は大脳の内側外套、扁桃核、分界上床核、
中脳の視蓋等の非常に限られた部分に発現
が確認された。最も発現レベルが高い部位は
副生体であった。V3/V1b タイプ受容体は大
脳での発現が確認されず、間脳では背側視床、
室周核、背側視床下部、中脳では視蓋および
脚間核、延髄では縫線核で発現が確認された。
5) レポータージーンアッセイを用いたイモ
リAVT受容体のバソプレッシンV1a受容体の
アンタゴニストに対する反応性の検証：求愛
行動発現を抑えるバソプレッシンV1a受容体
のアンタゴニスト ([d(CH2)51, Tyr(Me)2, 
Arg8]-vasopressin)はV1a、V3/V1bタイプ受
容体を発現させたHEK293 細胞でのレポー
タージーンの発現を抑制させた。つまり、こ
れら 2種類の受容体のシグナルトランスダク
ションを抑制することがわかった。 
6) 結果のまとめ、結果の国内外におけ
づけ、今後の展望：本研究より、PRLにはAVT
含有ニューロンよりAVTを放出する活性を
有すること、またAVT前駆体mRNA発現や翻
訳を促進する活性があることがわかった。哺
乳類でも、特に齧歯目ではPRLは母性行動を
誘起することがわかっており、その中枢作用
に関連した研究がなされている。しかし分子
メカニズムに関する知見はまだ乏しいと言
える。本研究の成果は、PRLの中枢作用に、
後葉ホルモン含有ニューロンが密接に関与
していることを示すものであり、他脊椎動物
のPRLの中枢作用に新たな知見・可能性を与
えると考えられる。また、AVT受容体のイモ
リ脳内の詳細な発現分布を解析したが、サブ
タイプごとに解析した例は、その他の脊椎動
物では報告がなく、本研究は先駆的成果と言
える。レポータージーンアッセイの結果、求
愛行動を抑制することができるバソプレッ
シンV1a受容体アンタゴニスト([d(CH2)51, 
Tyr(Me)2, Arg8]-vasopressin)はV1aタイプ、
V3/V1bタイプ受容体のシグナルトランスダ
クションを抑制することがわかったが、
V3/V1bタイプ受容体の脳内での発現部位は
間脳や延髄のごく限られた部位に発現する
にとどまり、一方でV1aタイプ受容体は生殖
行動発現に重要と考えられている間脳視索
前野や求愛行動時に尾を振る行動に直接的
に関与すると目されているマウスナー細胞
にも発現することから、求愛行動発現には
V1aタイプ受容体が、より重要な役割を担っ
ているのではないかと考えられる。今後は実
際に雄イモリが求愛行動発現しているとき
の、血中のPRLやAVTレベルを測定すること、
脳内の活性化神経細胞を同定すること、AVT 
V1aタイプ受容体が発現している細胞がどの
ようなニューロペプチド、アミン、ニューロ



ステロイドを合成しているか等について検
証していく必要がある。また、近年、PRLや
AVTのみならず、ニューロステロイドである
7α-ヒドロキシプレグネノロンも求愛行動を
助長する活性を有すること、7α-ヒドロキシ
プレグネノロンはさらにドーパミンを介し
て求愛行動発現に関与することなどが確か
められてきている。これらホルモンがどのよ
うに相互作用しているかを詳細に解析して
いくことが求められる。 
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