
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６１

若手研究(B)

2013～2012

有尾両生類の求愛行動発現に関わるホルモンの協調作用メカニズム

The synergistic action of androgen and pituitary hormones involved in the expression
 of courtship behavior of urodele amphibian

４０４３４２６１研究者番号：

蓮沼　至（HASUNUMA, Itaru）

東邦大学・理学部・講師

研究期間：

２４７７００６０

平成 年 月 日現在２６   ６ １３

円     3,200,000 、（間接経費） 円       960,000

研究成果の概要（和文）：アカハライモリ雄の求愛行動発現にはプロラクチンやアルギニンバソトシンなどの複数のホ
ルモンが協調して作用する。中でも雄性ホルモンであるアンドロジェンは重要な分子である。本研究では中枢神経系で
のアンドロジェン受容体（AR）の発現分布を詳細に解析し、求愛行動発現に重要な部位にARが発現していることを突き
止めた。求愛行動発現に関与するホルモンの協調作用を分子レベルで解析するための基礎となるデータを得た。

研究成果の概要（英文）：In the breeding season, sexually developed male newt Cynops pyrrhogaster vibrates 
its tail in front of the female partner at an early stage of courtship behavior. This behavior is elicited
 by several hormonal factors such as anterior pituitary hormone prolactin (PRL) and posterior pituitary ho
rmone arginine vasotocin (AVT), and sex steroid hormone androgen. In particular, androgen is one of the cr
ucial factors for expression of reproductive behavior. In this study, the detailed localization of androge
n receptor (AR) in the central nervous system of sexually active male newt was analyzed by immunohistochem
istry technique using the specific antibody against newt AR. AR-immunopositive cells were widely distribut
ed throughout the brain including the various regions involved in the regulation of courtship behavior. Th
e results obtained in this study serve the information for understanding the synergistic actions of androg
en and other hormonal factors.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 有尾両生類アカハライモリの雄は、繁殖期
になると雌に対して特異的な求愛行動を示
す。この行動の発現には様々なホルモンが関
与することが知られている。中でも下垂体前
葉ホルモンのプロラクチン（PRL）および下
垂体後葉ホルモンのアルギニンバソトシン
（AVT）については、これらが中枢に作用し
て求愛行動の発現に関与することが示され
ている。また、間脳の視索前野に存在する
AVT 産生ニューロンには PRL 受容体が発現
していることが分かっており、また、抗イモ
リ PRL 受容体抗体を脳室投与によって求愛
行動の発現を抑制しても、AVT の投与で求愛
行動発現を回復できること、脳内の AVT 受
容体の機能をブロックするためにバソプレ
シン V1a 受容体アンタゴニストを脳室投与
して求愛行動発現を抑制した場合、PRL の投
与では同発現を回復できないこと、などから、
PRL の関与する求愛行動の発現は少なくと
も AVT を介するものと考えられている。た
だ、これらホルモンの作用は雄性ホルモンで
あるアンドロジェン存在下で増強され、単独
ではその作用は限定されることから、アンド
ロジェンと協調作用していると考えられて
いる。一方で、雌性ホルモンであるエストロ
ジェンは求愛行動発現を抑制する機能があ
ることが知られている。このようにタンパク
質性またはペプチド性ホルモンとステロイ
ドホルモンの協調作用が知られているが、そ
の分子メカニズムについては不明な点が多
い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アカハライモリ求愛行動発現
に対するホルモンの協調作用のメカニズム
を探るため、重要度の高いアンドロジェンの
作用に着目した。有尾両生類ではアンドロジ
ェン受容体（AR）分子の解析がほとんど進ん
でいなかったため、遺伝子レベルおよびタン
パク質レベルで解析ができるよう、cDNA の
クローニング、AR 発現系の開発、イモリ AR
と特異的に認識する抗体の作製を試みた。さ
らに抗体を用いて、繁殖期雄イモリの中枢神
経系における AR の発現部位を詳細に解析す
ることを目的とした。また、エストロジェン
は求愛行動発現を抑えることから、エストロ
ジェン受容体（ER）の発現も解析できるよう、
イモリ ER を特異的に認識する抗体の作製も
試みた。 
 
３．研究の方法 
（1）アカハライモリ AR cDNA のクローニ
ング：アカハライモリ精巣から ISOGEN II
（Nippon Gene）を用いて全 RNA を抽出し
た。これを出発材料に RACE 法によりアカハ
ライモリ AR のタンパク質をコードする領域
を含む cDNA の塩基配列の解析を行った。さ
らにクローニングしたイモリ AR cDNA が機
能的であるかどうかをレポータージーンア

ッセイによって解析した。イモリ AR の open 
reading frame を  pF9A CMV hRluc-neo 
Flexi Vector（Promega）に導入し、pGL 
4.36[luc2P/MMTV/Hygro] vector とともに
HEK293 細胞にトランスフェクションし、
HEK293細胞にイモリARを一過性発現させ
た。このイモリ AR を発現する細胞に各種ス
テロイドホルモンを種々の濃度で反応させ、
ルシフェラーゼの活性により、イモリ AR と
使用したステロイドホルモンとの反応性を
検証した。 
（2）RT-PCR によるアカハライモリ雌雄の
嗅覚上皮および中枢神経系における性ステ
ロイドホルモン受容体遺伝子の発現解析：繁
殖期および非繁殖期雌雄アカハライモリよ
り、嗅覚上皮および脳を採取し、RNA の分
解を抑える RNA later（Qiagen）に浸漬した。
これら組織から上記方法を用いて全 RNA を
抽出した。この全 RNA を Superscript III 逆
転写酵素（Invitrogen）を用いて cDNA を合
成した。これを鋳型にアカハライモリ AR、
ER および ER に特異的なプライマーを設
計し、PCR を実施した。 
（3）アカハライモリ AR および ERタンパ
ク質に特異的な抗体の作製：アカハライモリ
AR タンパク質の N 末端の 23 残基および
ERタンパク質の C 末端近傍の 19 残基のペ
プチドを合成し、テンガイヘモシアニン付加
後、AR についてはウサギに、ERについて
はモルモットにそれぞれ免疫した。これによ
り抗イモリAR血清および抗イモリER血清
を得た。さらにそれぞれ抗原ペプチドカラム
を作製し、これら抗血清から特異的に抗原を
認識する IgG を精製した。さらに抗体の特異
性を、COS7 細胞にイモリ AR および ERを
一過性発現さたCOS7細胞から抽出したタン
パク質を用いた Western blot 解析で検証し
た。 
（4）抗イモリ AR 抗体を用いた免疫組織化
学的手法によるイモリ脳内の AR 発現部位の
解析：繁殖期および非繁殖期の雄アカハライ
モリを、まず 4% パラホルムアルデヒド液で
灌流固定し、その後脳を取り出し、さらにブ
アン液で 5 時間（4˚C）浸漬固定した。20%
スクロース液に浸漬後、OCT コンパウンドを
用いて凍結包埋した。約 10 µm 厚の凍結切片
を作製し、一次抗体として抗イモリ AR 抗体、 
二次抗体として抗ウサギ IgG 抗体 HRP 標識
または抗ウサギ IgG 抗体 Cy3 標識を用いた。
また、一次抗体として抗チロシンハイドロキ
シラーゼ抗体も用い、イモリ脳内の AR 発現
部位とドーパミン発現部位とを比較した。ま
た、精巣除去したイモリを 2 群準備し、一方
には生理食塩水に溶解した合成アンドロジ
ェンのテストステロンプロピオネートを 2週
間に渡り注射し、もう一方の群には、同一期
間に生理食塩水を注射した。これら個体につ
いて免疫組織学的手法で脳内の AR 免疫陽性
細胞の分布を比較した。 
 



４．研究成果 
（1）アカハライモリ AR の構造と AR の各種
ステロイドホルモンに対する反応性：アカハ
ライモリ AR をクローニングした結果、723
アミノ酸残基からなり、A/B 領域、C 領域、
D 領域、E/F 領域というように典型的な核内
受容体の構造が見られた。特に、C 領域（DNA
結合領域）、E/F 領域（リガンド結合領域）で、
他種 AR と相同性が高いことがわかった。レ
ポータージーンアッセイの結果、5ジヒドロ
テストステロンとの反応性が最も高く（50%
効果濃度：1.6 x 10-11 M）、次いで、テストス
テロンとの反応性が高かった（50%効果濃
度：2.7 x 10-11 M）。また、アンドロステンジ
オンにも反応を示した（50%効果濃度：3.9 x 
10-10 M）。なお、17-エストラジオールとは
ほとんど反応しなかった。これらより、今回
クローニングした AR 分子は、アンドロジェ
ンと反応する機能的な分子であることが実
証された。 
（2）アカハライモリ嗅覚上皮および脳にお
ける AR および ER、ER遺伝子の発現：
アカハライモリ AR、ER、ER cDNA を特
異的に増幅するプライマーペアにて RT-PCR
を行った結果、雌雄の嗅覚上皮では、AR お
よび ERの発現を確認することができた。さ
らに脳においても、雌雄ともに AR および
ERの発現を確認することができた。ERに
ついては PCR 反応を 40 サイクルさせても
cDNAの増幅することを確認することができ
なかった。アカハライモリの嗅覚上皮、脳で
は雌雄ともにARおよびER遺伝子は発現し
ており、ERの発現はきわめて低いことがわ
かった。また、脳では他脊椎動物では、生殖
に関連するERは主としてERであることが
知られており、イモリの場合でもさらに検証
する必要がある。 
（3）抗イモリ AR 抗体および ER抗体作製
とその特異性の確認：アカハライモリ AR お
よび ERタンパク質に特異的な抗体の作製
を試みた。アカハライモリ AR および ERを
それぞれ COS7 細胞に一過性発現させ、それ
ら細胞からタンパク質を抽出し、Western 
blot 解析を行い、抗体の特異性を確認した。
すると抗イモリ AR 抗体を用いた場合には約
100 kDa の免疫陽性バンドが、抗イモリ ER
抗体の場合には約 60 kDa の免疫陽性バンド
が得られた。これら免疫陽性バンドはイモリ
AR または ERを一過性発現させていない
COS7 細胞から抽出したタンパク質を用いた
場合には得られず、またそれぞれ抗原ペプチ
ドで吸収した抗体を用いた場合には免疫陽
性バンドは消失した。以上から、これら抗体
はイモリARまたはイモリERタンパク質を
特異的に認識することを確認できた。また、
抗イモリ AR 抗体については、イモリ脳、精
巣、腹部肛門腺（腹腺）から抽出した核タン
パク質を用いた Western blot 解析を行った
結果、COS7 細胞タンパク質を用いた解析と
同様のサイズに免疫陽性バンドが得られた

ため、生体内の AR タンパク質も認識するこ
とも確かめられた。さらに精巣および腹腺の
凍結切片を用いた免疫組織化学的手法によ
り、精巣では生殖細胞と思われる細胞および
隣り合った精細管の間隙に存在する体細胞
と思われる細胞（ライディッヒ細胞）の核が
免疫陽性反応を示し、腹腺上皮細胞でも核が
濃染された。これら免疫陽性反応は、抗原ペ
プチドで吸収した抗体を用いると消失する
ことから特異的であることがわかった。つま
り、抗 AR 抗体は免疫組織化学的手法にも応
用できることが確認された。 
（4）イモリ脳内の AR 免疫陽性細胞の分布：
抗イモリ AR 抗体を用いた免疫組織化学的手
法により、繁殖期雄脳内の AR 免疫陽性細胞
の分布を調べた。大脳から延髄にかけて広範
囲に免疫陽性細胞が存在することが明らか
になった。大脳では、嗅球、外側外套、扁桃
体、分界上床核、間脳では視索前野、腹側・
背側視床下部、中脳では視葉、脚間核で強い
シグナルが見られ、延髄では運動ニューロン
と思われる大型の細胞の核が染色された。ま
た、第８脳神経根近傍に存在するマウスナー
細胞の核も免疫陽性反応を示した。大脳の嗅
球や、間脳視索前野腹側ではチロシンハイド
ロキシラーゼ免疫陽性細胞（ドーパミンニュ
ーロン）の核が AR 免疫陽性反応を示すこと
がわかった。また、同じく間脳視索前野でも、
背側の大細胞も免疫陽性細胞であった。さら
に精巣除去し、テストステロンプロピオネー
トを投与した群または生理食塩水投与群で
脳内 AR の発現部位を比較すると、発現部位
自体には大きな違いは見られなかったが、前
者のテストステロンプロピオネートを投与
した個体では、前述の神経核において、核に
強い免疫陽性反応が見られる細胞が観察さ
れたが、後者では全体として免疫陽性反応が
弱く、また、細胞質が染色される細胞も散見
された。これは腹腺上皮細胞でも同様の傾向
が見られており、テストステロンプロピオネ
ートを投与した個体の腹腺上皮細胞の核に
強い免疫陽性反応が見られたが、生理食塩水
投与群の個体では核の免疫陽性反応は弱く、
細胞質が染色された。 
（5）イモリ嗅覚上皮および脳での ER免疫
陽性細胞の分布：抗 ER抗体を用いた免疫組
織学的手法では、繁殖期雌の嗅覚上皮では免
疫陽性反応が得られており、主嗅上皮および
鋤鼻上皮双方に免疫陽性細胞が見られた。現
状では、免疫陽性細胞がどのような性質の細
胞なのかまだ不明である。また、雌脳では視
索前野で免疫陽性反応が見られているが、脳
での解析はまだ十分にできていない。 
（6）結果のまとめ、結果の国内外における
位置づけ、今後の展望：AR や ER遺伝子発
現に着目した解析では、イモリ雌雄の嗅覚上
皮や脳で発現に明瞭には違いを見いだすこ
とはできなかった。雌雄の違いはこれら受容
体分子ではなく、これら受容体分子が制御す
る遺伝子が生んでいると推定される。今後、



雌雄イモリの中枢神経系について性ステロ
イドホルモンが制御する遺伝子を網羅的に
解析することも必要だろう。 
 本研究により特に雄イモリ生殖活動に不
可欠である AR 分子についてタンパク質レベ
ルで解析ができるようになったことは主要
な成果の１つといえる。特に下等脊椎動物で
は、遺伝子発現の解析が主流であり、機能分
子をタンパク質レベルで解析している例は
未だに少ないのが現状である。さらに機能的
なイモリ AR を培養細胞で発現させることも
できるようになり、AR による転写制御メカ
ニズムや AR と相互作用するタンパク質分子
の解析なども進められることとなる。今後タ
ンパク質レベルでアンドロジェンと PRL や
AVT との協調作用を解析することも可能と
なった。 
 イモリ求愛行動発現に対するホルモン制
御という点から本研究を総括すると、AR が
嗅球や外側外套や扁桃体など、嗅覚情報の伝
達に関わる部位にも見られたことは興味深
い。雄の求愛行動発現には性的に発達した雌
の存在が重要であり、雌から放出されるフェ
ロモンが行動発現のキーとなると考えられ
ている。また嗅球では少なくともドーパミン
ニューロンに AR 免疫陽性反応が確認された
が、嗅球のドーパミンニューロンは介在ニュ
ーロンであるとされており、嗅覚情報の伝達
や制御に関わると考えられているため、アン
ドロジェンもこれらに関与することで、生殖
活動発現に寄与する可能性が考えられる。ま
た、延髄の第８脳神経根近傍のマウスナー細
胞既はアンドロジェンや PRL により細胞体
や核の大型化が実験的に証明されているが、
同細胞が AR 免疫陽性であることはアンドロ
ジェンのマウスナー細胞への直接作用を証
明するものである。このように AR は求愛行
動発現にきわめて重要と考えらる部位に発
現しており、アンドロジェンが不可欠である
ことを物語っている。 
 本研究により、ステロイドホルモンとタン
パク質性およびペプチド性ホルモンとの協
調作用について、分子レベルで解析するため
のツールおよび基礎的なデータを得ること
ができた。この研究を推進することで比較内
分泌学的、比較生理学的意義のある成果が得
られるものと考えられる。 
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