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研究成果の概要（和文）：雄アカハライモリは繁殖期に雌に対して特徴的な求愛行動を示す。この求愛行動は、
プロラクチンとアンドロゲンがアルギニンバソトシンニューロンを介して制御されることが示唆されていたが、
本研究により、アンドロゲンは間脳視索前野でAVT前駆体遺伝子発現を高める効果があることが明らかとなっ
た。また、AVTがイモリ脳内のどのAVT受容体サブタイプを介して求愛行動を制御するかを明らかにするべく、哺
乳類アルギニンバソプレシン受容体のアンタゴニストおよびアゴニストのイモリAVT受容体サブタイプへの効果
を検証し、ある一つのアゴニストが求愛行動に関わる受容体の特定に貢献する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：During the breeding season, the male newt Cynops pyrrhogaster exhibits a 
specific courtship behavior toward the female of its species. Prolactin, androgen, and arginine 
vasotocin (AVT) are involved in the expression of the tail vibration behavior, the initial step of 
the courtship behavior. In this study, we found that androgen stimulates the AVT precursor gene 
expression in the preoptic area of male newt.
  In the male newt brain, four types of AVT receptors and mesotocin receptor are expressed. The 
potential receptor subtype involved in the regulation of courtship behavior is V1a-type receptor. 
However, this has not been demonstrated experimentally. In the present study, we found that one of 
the arginine vasopressin receptor agonists could stimulate newt V1a-type receptor. This result may 
contribute to the identification of AVT receptor subtypes involved in the expression of male newt 
tail vibration behavior.

研究分野： 比較内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はアカハライモリの雄の求愛行動をモデルとして、その行動発現のホルモン制御のメカニズムの解明につ
ながる成果をあげている。アルギニンバソプレシン（AVP）／アルギニンバソトシン（AVT）の中枢神経系への作
用メカニズムについて進化的側面からも学術的意義がある。また、AVPは哺乳類の社会行動制御に関わるホルモ
ンとしても注目されており、本成果は脊椎動物のうち両生類における一つのモデルとしてAVP/AVTの社会行動制
御への考察に対し貢献できる可能性がある。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 有尾両生類アカハライモリの雄は、繁殖期に雌に対して特徴的な求愛行動を示す。これま
で、求愛行動を制御する内分泌要因として下垂体前葉ホルモンであるプロラクチン（PRL）、性
ステロイドホルモンのアンドロゲン、下垂体後葉ホルモンであるアルギニンバソトシン（AVT）、
および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の関与が報告されていたが、近
年の研究により、PRL とアンドロゲンは AVT 産生ニューロンまたは AVT 受容体発現に何らか
の作用を及ぼし、求愛行動発現に関与する可能性が高まった（文献 1）。繁殖期イモリ雄の脳内
に PRL の機能を阻害する抗イモリ PRL 受容体抗体やアンドロゲン受容体のアンタゴニストであ
るフルタミドを投与した場合、それぞれ雄の求愛行動の発現は抑制される。しかし、これらの求
愛行動の発現抑制は、AVT の投与によって回復する。一方で、哺乳類のアルギニンバソプレシ
ン（AVP）V1a 受容体のアンタゴニスト（Manning compound）を投与した場合も求愛行動の発現
は抑制されるが、PRL やアンドロゲンの投与によって求愛行動の発現は回復しない。また、間脳
視索前野の AVT 産生ニューロンには PRL 受容体やアンドロゲン受容体が発現していることか
ら、上述の説が有力となった。しかし、PRL とアンドロゲンが AVT 産生ニューロンにおける AVT
前駆体遺伝子の発現を高めたり、または AVT の放出を高める確度の高いデータは得られていな
かった。 
 
(2) イモリ求愛行動の発現に関わる AVT 受容体の候補として V1a タイプ受容体が挙げられる。
その理由として、求愛行動発現の制御に重要と考えられる間脳視索前野や延髄の第 8 脳神経根
近傍に存在し、求愛行動のキーとなる尾を振る行動を制御するとされるマウスナー細胞に同受
容体が発現していることが挙げられる（文献 2）。しかし、イモリ脳内には V1a タイプ受容体も
含めて 4 種類の AVT 受容体サブタイプが発現していることを確認していた。さらに、AVT と同
様に下垂体後葉ホルモンであるメソトシン（MT）の受容体は、MT と同程度の濃度 AVT により
活性化されることが明らかにされた。よって、MT 受容体も AVT を受容する受容体の一つと考
えることができる。この MT 受容体もイモリ脳内に発現するため、MT 受容体も考慮することが
必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、雄イモリの求愛行動制御に関わる AVT-AVT 受容体システムに対する PRL およ
びアンドロゲンの調節機構を明らかにするとともに、AVT-AVT 受容体システムに焦点を当て、
求愛行動を制御する神経ネットワークを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 間脳視索前野における AVT 前駆体遺伝子発現におよぼす PRL とアンドロゲンの影響 
 繁殖期雄イモリについて下垂体前葉および精巣の除去手術を施した。これら個体を 4 群に分
け、生理食塩水投与群、PRL 投与群（ovine PRL 30 µg）、5α ジヒドロテストステロン（DHT）投
与群（DHT 2.5 µg）、PRL + DHT 投与群（ovine PRL 30 µg + DHT 2.5 µg）を設けた。また、対照
群として偽手術群を設け、生理食塩水を投与した。1 日おきに 2 週間ホルモンを腹腔に投与し、
ホルモン投与最終日の翌日に MS222 による麻酔後、4%パラホルムアルデヒドにて灌流後に脳を
採取し、ブアン固定液にて 4˚C 一晩浸漬固定した。この組織をエタノール系列で脱水し、キシレ
ンで透徹した後、パラフィンに包埋した。回転式ミクロトームを用いて切片を作製し、in situ 
hybridization により AVT 前駆体遺伝子の発現を解析した。陽性シグナルが検出された細胞数を
ImageJ を用いてカウントした。 
 
(2) レポータージーンアッセイを用いたイモリ AVT 受容体に対する哺乳類下垂体後葉ホルモン
受容体アンタゴニスト／アゴニストの効果の検証 
 イモリ AVT V1a, V1b, V2a, V2b タイプ受容体および MT 受容体 cDNA が組み込まれた pF9A 
Flexi Vector およびレポータージーンとして pGL4.30 Vector または pGL4.29 Vector を HEK293 細
胞にトランスフェクトし、種々の濃度の AVT と反応させ、各受容体の 50%効果濃度を算出した。
その後同様に調製した HEK293 細胞を用い、各受容体の 50%効果濃度と同等の濃度の AVT と各
種濃度の哺乳類下垂体後葉ホルモン受容体アンタゴニストを反応させ、AVT の応答性の抑制度
合いを検証した。同アゴニストの検証については、やはり同様に調製した HEK293 細胞に種々の
濃度のアゴニストを反応させ、各受容体の応答性を検証した。 
 
(3) 抗イモリ AVT V1a タイプ受容体抗体を用いたイモリ脳内の AVT V1a タイプ受容体発現細胞
の性質の検証 
 我々は以前、抗イモリ AVT V1a 受容体を特異的に認識する抗体を作製したが、免疫組織化学
的手法で解析する際、ブアン固定による強い固定が必要であり、特殊な抗原賦活化処理が必要で
あったため、容易に染色ができる抗体の作出を目指した。イモリ AVT V1a タイプ受容体の C 末
端の 22 残基からなるペプチドを合成し、これをモルモットに投与することで、抗イモリ AVT 



V1a タイプ受容体血清を取得した。さらに、抗原ペプチドカラムを作製し、抗イモリ AVT V1a タ
イプ受容体抗体を精製した。抗体の特異性については AVT V1a タイプ受容体を強制発現させた
COS7 細胞からタンパク質を抽出し、Western blot 解析にて検証した。この抗体を用い、免疫組織
化学的手法により、イモリ脳内の AVT V1a タイプ受容体発現細胞を可視化した。さらに同細胞
が神経細胞であるか、神経以外のグリア細胞等であるかを、神経細胞マーカーである NeuN、グ
リア細胞マーカーである GFAP を特異的に認識する抗体との二重蛍光免疫染色により検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 間脳視索前野における AVT 前駆体遺伝子発現におよぼす PRL とアンドロゲンの影響 
 本実験では、アンドロゲンとして DHT を使用した。DHT は一般にテストステロンよりも強い
アンドロゲン作用を示し、なおかつ P450 アロマターゼによる芳香化を受けない（エストラジオ
ールへと代謝されない）ため、純粋にアンドロゲンとしての機能を検証することができる。まず、
偽手術群と生理食塩水投与群を比較すると、下垂体前葉および精巣除去によって間脳視索前野
における AVT 前駆体 mRNA シグナル陽性細胞数は有意に減少することがわかった。さらに、
PRL 投与群では有意差はないものの、生理食塩水投与群と比較すると増加傾向を示した。DHT
投与群では、生理食塩水投与群と比較して有意に増加することがわかった。PRL+DHT 投与群で
は有意差は得られなかったが、DHT 投与群と近い結果となった。本結果より、間脳視索前野で
の AVT 前駆体遺伝子発現には下垂体前葉および精巣からの因子が重要であることがわかった。
以前我々は下垂体前葉および精巣除去した雄イモリの間脳を採取し、リアルタイム PCR にて
AVT 前駆体遺伝子発現を解析するとこれら器官の除去により有意に発現が低くなる現象を捉え
ていたが、本結果はその結果を裏付けるものとなった。また、本研究では芳香化されない DHT
を用いることで、AVT 前駆体遺伝子発現へのアンドロゲンの重要性が示された。本結果より、
PRL の明確な AVT 前駆体遺伝子への効果は確認できなかった。 
 
(2) レポータージーンアッセイを用いたイモリ AVT 受容体に対する哺乳類下垂体後葉ホルモン
受容体アンタゴニスト／アゴニストの効果の検証 
 AVP V1a 受容体アンタゴニストである Manning compound は V1a, V1b, V2b タイプ受容体およ
び MT 受容体に対して強い阻害効果を示した。各受容体に対する Manning compound の 50%阻害
濃度は約 10〜200 nM であり、阻害効果は V1a タイプ受容体 < V2b タイプ受容体 < MT 受容体 
< V1b タイプ受容体となった。特に V1b タイプ受容体への効果は高かった。また、AVP V1b 受容
体アンタゴニストである SSR149415 は、Manning compound と同様に V1a, V1b, V2b タイプ受容
体および MT 受容体に対して強い阻害効果を示した。各受容体に対する SSR149415 の 50%阻害
濃度は約 20〜200 nM であり、阻害効果は V1a タイプ受容体 < V2b タイプ受容体 < V1b タイプ
受容体 < MT 受容体となった。また、本研究ではその他に AVP V1a 受容体アンタゴニストであ
る OPC21268 や V2a 受容体アンタゴニストの OPC31260 も使用したが、効果は限定的または非
常に低いものだった。 
 AVP V1a 受容体アゴニストの（Phe2, Orn8）-Oxytocin を用いた場合、V1a タイプ受容体に対し
て比較的低濃度で効果を示し、50%効果濃度は約 2 nM であった。また V2a 受容体アゴニストの
Desmopressin は V2a タイプ受容体に対して効果を示し、50%効果濃度は約 150 nM であった。 
 これら結果をまとめると、今回使用した哺乳類下垂体後葉ホルモンのアンタゴニストのうち
Manning compound および SSR149415 は、イモリ脳に発現する V2a タイプ受容体以外の AVT 受
容体（MT 受容体も含む）の AVT によるシグナル伝達を強く阻害することが明らかとなった。
一方で、特定のイモリ AVT 受容体サブタイプのみに対して阻害作用を示すアンタゴニストは見
つけられなかった。一方で、アゴニストについては（Phe2, Orn8）-Oxytocin は V1a タイプ受容体
に対して、Desmopressin は V2a タイプ受容体に対して比較的低濃度で応答することがわかった。
アゴニストはアンタゴニストと比較して特定のサブタイプに対して効果を示すことが明らかと
なった。 
 
(3) 抗イモリ AVT V1a タイプ受容体抗体を用いたイモリ脳内の AVT V1a タイプ受容体発現細胞
の性質の検証 
 作製した抗イモリ AVT V1a タイプ受容体抗体は、イモリ AVT V1a タイプ受容体を発現させた
COS7 細胞から抽出したタンパク質をサンプルに用いた Western blot 解析にて約 46 kDa から 175 
kDa にかけてスメア状の免疫陽性バンドを検出した。このバンドは同受容体を発現していない
COS7 細胞では認められず、また抗原吸収抗体を用いた場合には消失することから本抗体はイモ
リ AVT V1a タイプ受容体を特異的に認識すると判断した。なお、スメア状になった理由として
は糖鎖の付加や受容体同士の会合などが考えられた。本抗体および抗 NeuN 抗体および抗 GFAP
抗体を用いた二重蛍光免疫染色の結果、大脳の嗅球、内側、背側および外側外套、線条体、分界
上床核、間脳視索前野、背側視床、背側および腹側視床下部、中脳の脚間核、視蓋、および延髄
にて V1a タイプ受容体免疫陽性反応と NeuN 免疫陽性反応の共存が観察された。また、大脳側
脳室、間脳第三脳室、中脳水道周囲、第四脳室周囲には V1a タイプ受容体免疫陽性反応と GFAP
免疫陽性反応の共存が観察された。これら結果より、イモリ脳内にて V1a タイプ受容体は脳の
幅広い領域で神経細胞に発現しており、また、脳室周囲の細胞ではグリア細胞または上衣細胞で
も発現していることが明らかになった。よって、AVT は V1a タイプ受容体を介して神経細胞に



作用するとともに、脳室周囲ではグリア細胞や上衣細胞に対しても何らかの作用を及ぼすもの
と考えられる。 
 
(4) 総括 
 本研究より、雄アカハライモリ間脳視索前野において AVT 前駆体遺伝子に対してアンドロゲ
ンがその発現を高める効果があることが明らかにされた。一方で、PRL には明確な AVT 前駆体
遺伝子発現の促進効果は検出されなかった。我々は以前、下垂体前葉除去および精巣除去した雄
イモリを用い、生理食塩水投与群、PRL 投与群、テストステロンプロピオネート（TP）投与群、
または PRL + TP 投与群を設定し、AVT 免疫陽性細胞および免疫陽性繊維の観察をした。すると、
生理食塩水投与群では偽手術群個体で AVT 産生ニューロンの軸索途中に観察されるヘリング小
体と思われる構造が消失するが、PRL + TP 投与個体ではその構造が観察された。よって、それ
ら結果と本結果を総合的に考えると、アンドロゲンは AVT 前駆体遺伝子の転写調節を促進し、
PRL は AVT 前駆体遺伝子からの翻訳や、AVT 成熟ペプチド生合成過程や、AVT 成熟ペプチドの
軸索内の移送に関わる可能性がある。アカハライモリ AVT 前駆体遺伝子の 5'上流域の約 1.7 kbp
の塩基配列をクローニングしており、そこにアンドロゲン/グルココルチコイド受容体の応答配
列のハーフサイトが複数存在することを確認している。実際に AVT 前駆体遺伝子のアンドロゲ
ン受容体を介した転写調節をレポータージーンアッセイで確認する必要がある。PRL の機能に
関しては特にペプチドに焦点を当てた研究が今後必要になってくる。哺乳類では PRL はオキシ
トシンや AVP の放出に関わるとの報告もあるため（文献 3）、脳内の AVT 含量や血液中の濃度
を精査することが求められる。 
 本研究により複数の AVP 受容体のアンタゴニスト／アゴニストのイモリ AVT 受容体サブタ
イプに対する効果に関する情報が得られた。これまでイモリの求愛行動の解析に Manning 
compound が使用されたが、脳内の V2a タイプ受容体以外の AVT 受容体サブタイプ（MT 受容体
も含む）の機能が阻害された可能性があり、このアンタゴニストを用いた場合、AVT が誘起す
る求愛行動はどの受容体サブタイプかを特定することは難しいことが改めて浮き彫りとなった。
一方、AVP 受容体アゴニストはアンタゴニストと比較すると受容体サブタイプに対する特異性
が見られた。（Phe2, Orn8）-Oxytocin はイモリ求愛行動発現に関わる受容体特定に対し、強力な
ツールになり得ると考えられる。 
 また、本研究により、イモリ脳内の AVT V1a タイプ受容体を免疫組織化学的に検出可能な有
用な抗体の作製に成功した。今後、求愛行動発現を制御する脳部位の特定時に大きく貢献すると
考えられる。また本研究により、イモリ脳内の V1a タイプ受容体は神経細胞だけでなく、グリ
ア様細胞にも発現することが明らかとなった。この結果は最近報告されたニワトリ脳内の V1a
タイプ受容体の発現パターンと類似しており（文献 4）、AVT の脳内の機能について進化的側面
からも今後議論が必要である。 
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