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研究成果の概要（和文）：アカハライモリの求愛行動はプロラクチン、アンドロジェンおよびアルギニンバソト
シン（AVT）がその発現に重要であるが、その作用機序は十分には理解されていない。本研究により、アンドロ
ジェンは間脳視索前野AVT前駆体遺伝子の発現を高める作用を有することが分かった。また、イモリ脳内には以
前我々が明らかにした3種類のAVT受容体サブタイプの他に、V2bタイプ受容体が発現していることを突き止め
た。さらに求愛行動発現時に、大脳の内側外套、線条体、視索前野、腹側および背側視床下部でリン酸化細胞内
シグナル調節キナーゼの免疫陽性反応が高まる結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In the breeding season, sexually developed male newt 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 prolactin and arginine vasotocin (AVT), and androgen. However, the 
mechanism of the regulation of courtship behavior by these hormones is still unkonwn. In this study,
 we have obtained following results: 1) It was revealed that androgen up-regulates the expression of
 AVT precursor gene in the preoptic area of the brain of male newt. 2) It was confirmed that the 
expression of four-types of AVT receptors in the newt brain, including V2b-type receptor, which is 
identified as a novel AVT receptor subtype. 3) It was revealed that the numbers of 
phospho-ERK1/2-immunoreactive cells increased in the medial pallium and bed nucleus of the stria 
terminalis in the telencephalon, preoptic area and ventral and dorsal hypothalamic nuclei in the 
diencephalon during courtship behavior.

研究分野： 比較内分泌学

キーワード： アルギニンバソトシン　アルギニンバソトシン受容体　アンドロジェン　プロラクチン　求愛行動　ア
カハライモリ
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１．研究開始当初の背景 
 アカハライモリ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。雄はこの時
雌誘引フェロモンや精包を放出するが、この
一連の現象にはホルモンが深く関わってい
る。中でも下垂体前葉ホルモンであるプロラ
クチン（PRL）、下垂体後葉ホルモンである
アルギニンバソトシン(AVT)、性ステロイド
ホルモンであるアンドロジェンは中枢神経
系に作用し求愛行動の制御に関与すること
が明らかにされている。これまでの研究によ
り、性的に発達したイモリの脳室に抗イモリ
PRL 受容体抗体やアンドロジェン受容体の
アンタゴニストであるフルタミドを投与す
ると求愛行動は抑制されるが、AVT を投与す
ると求愛行動は回復すること、アルギニンバ
ソプレシン（AVP）V1a 受容体アンタゴニス
トの脳室への投与も求愛行動の発現を抑制
するが、PRL やアンドロジェンの投与では求
愛行動は回復しないことが行動学的実験に
より確かめられている。これらより、PRL と
アンドロジェンは AVT 前駆体遺伝子の発現
や AVT の分泌を促して求愛行動を誘起して
いると推定されている。すでに間脳視索前野
の AVT 産生ニューロンに PRL 受容体やアン
ドロジェン受容体（AR）が発現していること
を確認しているが、PRL とアンドロジェンが
実際に AVT 前駆体遺伝子の発現や AVT の分
泌を促すという直接的な証明はできていな
い。また、AVP V1a 受容体アンタゴニストは
イモリ AVT V1a 受容体および V1b 受容体の
リガンドの応答を阻害することがわかって
おり、どちらの受容体サブタイプが求愛行動
誘起に関わるか結論は出ていない。さらに、
AVT が制御する求愛行動の中心となる脳内
の神経核についても不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は AVT 産生ニューロンや AVT 受容
体に着目し、繁殖期にイモリ雄が雌に示す求
愛行動の発現メカニズムを解き明かすこと
を目的とした。1)雄イモリ脳に発現する AVT
前駆体遺伝子発現に対する PRL とアンドロ
ジェンの影響を解析すること、2) 求愛行動誘
起に関わる AVT 受容体を同定すること、3) 
求愛行動を制御する神経核を突き止めるこ
と、を具体的な目的として掲げた。2)では、
近年下垂体後葉ホルモン受容体に V2b タイ
プ受容体ファミリーという新たなファミリ
ーの存在が提唱されており、アカハライモリ
でもその受容体も考慮するため、同遺伝子が
存在するか、また存在する場合には脳で発現
しているかを検証することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)AVT 前駆体遺伝子発現および AVT 合成に
およぼす PRL とアンドロジェンの影響 
 繁殖期雄イモリについて、精巣除去手術お
よび下垂体前葉手術を施し、4 群に分けた。
それぞれ生理食塩水投与群、PRL 投与群、テ

ストステロンプロピオネート（TP）投与群、
PRL および TP 投与群とした。また、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、MS222
による麻酔後に 4%パラホルムアルデヒドに
て灌流後脳を採取し、ブアン固定液にて浸漬
固定した。その後、20%ショ糖液に浸漬後、
凍結包埋した。クライオスタットミクロトー
ムによって凍結切片を作製し、 in situ 
hybridization によって AVT 前駆体遺伝子の
発現を解析した。また、抗 AVT 血清を用い
た免疫組織化学的手法により、AVT 免疫陽性
反応について検証した。 
 
(2) AVT V2b タイプ受容体およびメソトシン
（MT）受容体 cDNA のクローニングおよび
リガンド応答性の検証 
 イモリネットワークで公開されているト
ラ ン ス ク リ プ ト ー ム デ ー タ
（ http://antler.is.utsunomiya-u.ac.jp/imori/
）の解析より、AVT V2b タイプ受容体 cDNA
の部分配列とみられる塩基配列を取得した。
それをもとにプライマーを設計し、イモリ脳
全 RNA を用いて RT-PCR を実施した。V2b
タイプ受容体 cDNA 断片を取得し、その配列
をもとに 5'-, 3'-RACE 法を実施し、タンパク
質コード領域の取得を試みた。また、同様の
データベースからMT受容体 cDNAのクロー
ニングも試みた。イモリ AVT V2b タイプ受
容体およびMT受容体 cDNAのタンパク質コ
ード領域を pF9A Flexi vector に組み込み、
ルシフェラーゼアッセイにより、これら受容
体の AVT および MT との反応性を検証した。 
 
(3) AVT V2b タイプ受容体および MT 受容体
の脳内での遺伝子発現解析 
 イモリ脳を部位ごとに分けて採取し、
RT-PCR にて領域ごとのこれら受容体遺伝子
の発現を解析した。 
 
(4) 求愛行動発現時の脳内 c-fos 発現部位お
よびリン酸化細胞内シグナル調節キナーゼ
（ERK1/2）陽性細胞の局在解析 
 求愛行動発現時に脳内のどの領域の神経
細胞が活性化するかを検証するため、前初期
遺伝子である c-fos の発現、または ERK1/2
のリン酸化を指標に解析を試みた。まず、イ
モリ c-fos タンパク質を特異的に認識する抗
体を作製し、求愛行動を示した雄および求愛
行動を示さなかった雄脳内の c-fos 陽性細胞
の分布や、陽性反応を比較した。さらにリン
酸化ERK1/2陽性細胞の分布および陽性反応
についても比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) AVT 前駆体遺伝子発現におよぼすプロラ
クチンとアンドロジェンの影響 
 精巣および下垂体前葉を除去すると、間脳
視索前野での AVT 前駆体遺伝子発現が著し
く低下することを in situ hybridization によ



り見出した。また、TP を投与した場合、AVT
前駆体遺伝子発現が生理食塩水投与群と比
較して偽手術群ほどではないがシグナル強
度が高まっており、発現レベルが回復するこ
とがわかった。一方、PRL 単独では生理食塩
水投与群とほとんど変わらなかった。TP と
PRL投与した群ではTP投与群と同等の発現
レベルであった。大脳の内側外套や分界上床
核では AVT 前駆体遺伝子発現はどの群も大
きな違いは観察されなかった。 
 抗 AVT 血清を用いた免疫組織化学的手法
により、精巣および下垂体前葉を除去すると、
間脳視索前野における AVT 産生ニューロン
の細胞体の免疫陽性反応は偽手術群と比較
して大きな差異は見出せなかったが、軸索の
途中にみられる膨大部が減少している様子
が観察された。この軸索途中の膨大部につい
ては TP投与群および TPと PRLを投与した
群で偽手術群に近いレベルで観察された。ま
た、偽手術群では大脳の腹側に多数の AVT
免疫陽性繊維が観察されたが、生理食塩水投
与群では同部位で免疫陽性繊維ほとんど観
察されなかった。しかし、TP を投与した群
では免疫陽性繊維が観察され、特に TP と
PRL を両方投与した群では多くの免疫陽性
繊維が観察された。 
 これらのことから、精巣除去および下垂体
前葉除去は間脳視索前野での AVT 前駆体遺
伝子発現や AVT 合成に大きな影響をおよぼ
すことが判明した。また、TP 投与によって
間脳視索前野での AVT 前駆体遺伝子発現の
回復が見られたこと、PRL 単独ではほとんど
効果が見られなかったことから、アンドロジ
ェンが AVT 合成のキーになっている可能性
がある。一方、TP を投与した群では間脳視
索前野の AVT 産生ニューロンの軸索におけ
る膨大部や大脳腹側の AVT 免疫陽性繊維が
明瞭に観察され、TP とともに PRL を投与し
た群ではそれらがより明瞭に観察されたこ
とから、PRL はアンドロジェンと協調して
AVT 合成や AVT の軸索輸送に関与している
可能性がある。 
 
(2) AVT V2b タイプ受容体およびメソトシン
（MT）受容体 cDNA のクローニングおよび
リガンド応答性の検証 
 アカハライモリ AVT V2b タイプ受容体お
よびMT受容体についてタンパク質コード領
域を含む cDNA をクローニングした。ルシフ
ェラーゼアッセイにより V2b タイプ受容体
は MT よりも AVT とより低濃度で反応する
ことがわかった。しかし、MT 受容体は AVT
とMTがほぼ同等の濃度で反応することがわ
かった。 
 
(3) AVT V2b タイプ受容体および MT 受容体
の脳内での遺伝子発現解析 
 AVT V2b タイプ受容体および MT 受容体
について、ともに脳での発現がみられた。V2b
タイプ受容体については、RT-PCR により脳

のどの領域での発現が高いかを検証したと
ころ、大脳、間脳、中脳、後脳のいずれにも
発現を確認できたが、副生体-第三脳室脈絡叢
複合体に強く発現することを明らかにした。
副生体では V2a タイプ受容体が強く発現し
ていることは既に我々は報告しており、類似
した発現パターンを示すことがわかった。 
 
(4) 求愛行動発現時の脳内 c-fos 発現部位お
よびリン酸化 ERK1/2 陽性細胞の局在解析 
 抗イモリ c-fos 抗体を作製し、イモリ c-fos
タンパク質を特異的に認識することを
Western blot 解析により確認した。繁殖期雄
および雌をつがいにし、求愛行動を示した雄
個体について脳をサンプリングした。コント
ロールとして求愛行動を示さなかった雄を
用いた。これら脳の切片を用い、両者の c-fos
免疫陽性細胞を比較した。しかし、両者で明
確な差を見いだすことはできなかった。同一
のサンプルを用いて、抗リン酸化 ERK1/2 抗
体を利用したリン酸化ERK1/2免疫陽性細胞
を比較したところ、大脳の内側外套、線条体、
間脳の視索前野、腹側および背側視床下部で
強いリン酸化ERK1/2陽性反応を示し細胞が
増加している様子を確認した。 
 
(5) 総括 
 雄イモリにおいて精巣除去および下垂体
前葉除去は視索前野における AVT 前駆体遺
伝子発現を著しく低下させることから、AVT
前駆体遺伝子発現は精巣および下垂体前葉
の影響下にあると言える。特に、本研究から
アンドロジェンの影響が強いことがわかっ
た。一方で、PRL は単独では AVT 前駆体遺
伝子発現にはほとんど影響はなかったが、ア
ンドロジェンと協調作用し、AVT 合成や軸索
内の輸送に関与している可能性があること
がわかった。実際に求愛行動を発現している
時に、血中のアンドロジェン濃度や PRL 濃
度がどのようになっているかは今後精査し
ていく必要がある。 
 近年新しく下垂体後葉ホルモン受容体フ
ァミリーとして提唱されている V2b タイプ
受容体遺伝子はイモリにも存在することが
明らかになり、脳で発現していることがわか
った。MT 受容体も脳で発現しており、これ
までの研究成果と合わせると、イモリ脳では
AVT V1a タイプ、V1b タイプ、V2a タイプ、
V2b タイプ受容体の 4 種類の AVT 受容体お
よびMT受容体が発現していることが明らか
になった。脊椎動物全般を見渡してみてもイ
モリをはじめ、両生類では多くのサブタイプ
の下垂体後葉ホルモン受容体が発現してい
る可能性がある。さらにこれまでの研究から、
それぞれのサブタイプの脳内での発現分布
は異なっている。本研究より、V2b タイプ受
容体の脳内分布はさらに組織学的に詳細な
解析を必要とするが、V2a タイプ受容体と類
似した発現分布をしている可能性がある。
MT 受容体については、AVT と MT に対する



反応性が実はほとんど変わらないという結
果を得た。MT 受容体と分類されているが、
両生類では AVT および MT の共受容体とし
て機能している可能性がある。本研究では求
愛行動に主に関与する下垂体後葉ホルモン
受容体のサブタイプを確定させることはで
きなかったが、今後上記 5 つのサブタイプを
候補に入れた上で、生化学的な手法で、受容
体の特性を見極めながら、実際に脳内の受容
体の機能を個別に阻害したり、受容体遺伝子
の発現を個別に制御することで特定が可能
と思われる。 
 本研究では求愛行動を制御する神経核の
特定には至っていないが、リン酸化 ERK1/2
局在解析の結果は、求愛行動を制御する神経
核を特定していく上で重要なデータとなり
得る。特に、視索前野の AVT 産生ニューロ
ンや、尾を振る行動を制御する延髄のマウス
ナー細胞に着目して解析を進める必要があ
るだろう。求愛行動を制御する AVT 受容体
サブタイプが特定されれば、求愛行動発現の
ための神経核やそれらの連関について解明
できると考えられる。 
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