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序論 
ラット脊髄（腰髄）L3-L4 レベルの X 層に存在する

ガラニン発現ニューロンを特異的に破壊すると射精

のみがなくなることから、腰髄には脊髄射精発生器

（SEG）ニューロンが存在することが知られている 1)。

SEG ニューロンではガラニン、コレシストキニン、

エンケファリン、ガストリン放出ペプチド（GRP）と

いった神経伝達物質が発現する 2, 3)。我々はこれまで

に SEG ニューロンにおける GRP 発現が男性ホルモ

ン・アンドロゲン依存的に調節され、下部腰髄で放出

される GRP が勃起や射精といったオスの性機能を制

御することを報告している 4)。GRP ニューロンは雄優

位な性的二型を示し、下部腰髄に存在する仙髄副交感

神経核や球海綿体脊髄核へと投射する 4, 5)。球海綿体

脊髄核（SNB）はペニスの基部に存在し勃起に関わる

筋肉（球海綿体筋）を支配する運動ニューロンで、脊

髄での代表的な性的二型核として知られる。我々は、

Abstract:  A spinal ejaculation generator (SEG) exists in the X layer of the rat spinal cord 
(lumbar spinal cord) at the L3-L4 level. SEG neurons express gastrin-releasing peptide (GRP) 
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免疫染色
ラットに三種混合麻酔（ドミトール 0.3 ㎎ / ㎏、ミ

ダゾラム 4.0 ㎎ / ㎏，べトルファール 5.0 ㎎ / ㎏）を

腹腔内投与し、深麻酔下で左心室から生理食塩水を

灌流して脱血した後、4％ paraformaldehyde (PFA) 
in 0.1 M Phosphate-buffer（PB）(pH 7.4）溶液を灌

流し、固定した。脳と脊髄を摘出した後、4％ PFA 
in 0.1 M PB を用いて 4℃、一晩で後固定を行なっ

た。25％スクロース in Phosphate-buffered saline
（PBS）（pH 7.4）溶液に移し、4℃、48 時間以上か

けて置換し、凍結保護を行った。トリミング後，炭

酸ガスで急速冷凍し、クリオスタット（CM1850, 
Leica, Nussloch, Germany）を用いて、30-µm 厚の

凍結切片を作製した。切片を PBS で洗浄した後，内

因性ペルオキシダーゼを失活させるために、1.0% 過

酸化水素 / 60％メタノール溶液に 20 分間浸漬し，そ

の後 PBS で洗浄した。さらに、0.3 %Triton X-100、
1% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミン、0.05 
%NaN3 を用いて室温で 30 分反応させ、ブロッキ

ングした。抗ラット Neuromedin-C（GRP）抗体

（ウサギ、11081; AssayPro, St. Charles, MO, RRID: 

腰髄 L3-L4 レベル X 層へのジフテリア毒素投与
ヒトジフテリア毒素受容体を介した標的細胞ノック

ア ウ ト 法（toxin receptor-mediated cell knockout: 
TRECK 法）を用いて、腰髄 L3-L4 レベル X 層（図

1）に局在する OXTR 発現ニューロンの特異的な

破壊を試みた。OXTR-YFP Tg ラットをイソフルラ

ン（1.5%, 1L/min）で吸入麻酔後、脳定位固定装

置（ST-7R-HT, Narishige, Tokyo）および脊髄固定

装置（STS-B, Narishige）に保定し、椎弓切除術を

行い、脊髄表面を露出させた。脊髄正中線上の脊髄

表面から 1-1.5mm の位置にマイクロシリンジを刺入

し、ジフテリア毒素（10 ng/µl）（01-517, Cosmo Bio 
CO.LTD, Tokyo, Japan）を 0.4 µl 投与した。

図 1．ラット脊髄 L3 レベル横断面の模式図と脊髄 GRP
ニューロン．脊髄は 10 の層に分けられ，性機能を制御す
る脊髄 GRP ニューロンは 10（X）層の中心管背側部（四角）
に存在する．IML，中間質外側柱．IMM, 中間質内側柱．

超高圧電子顕微鏡技術や経シナプス的なウイルスト

レーサーを用いて，GRP ニューロンが SNB や脊髄

自律神経核にシナプス入力することを明らかにして

いる 5-7)。また、脊髄 GRP 線維は胸髄に存在する交

感神経系にも投射する 8)。そのため、SEG ニューロ

ンは胸髄（側角）においても末端から GRP を放出し、

同時に腰―仙髄では勃起を制御する運動神経や副交

感神経系を調節し、胸髄では射精に関わる交感神経

系を調節する脊髄内局所神経ネットワークを構築す

ると考えられている 8, 9)。最近、我々は SEG ニュー

ロンがオキシトシン受容体（OXTR）を発現し、オ

キシトシンによる SEG ニューロンの活性化が雄の性

行動を促進することを発見した 10)。また、性経験を

積んだ雄では SEG ニューロンにおける GRP 発現と

OXTR 発現が増加することも明らかにしている 11)。

一方で、腰髄 L3-L4 レベルに存在するガラニン発現

ニューロンは視床領域、特に medial portion of the 
parvocellular subparafascicular thalamic nucleus 
(mSPFp) にも投射することから腰髄視床路（LSt）
ニューロンとしても知られる 1, 12) が、視床領域への

投射が雄の性行動をどのように制御しているかはよ

くわかっていない。そこで本研究では性経験による

GRP 発現の変化と，SEG ニューロンの特異的な破

壊による脳の GRP 線維の変化に着目し、LSt ニュー

ロンの投射先を調べることを目的とした。

材料と方法
実験動物
雌雄成熟ラット（Wistar 系統；7-11 週齢）と Oxtr-
ヒトジフテリア毒素受容体（hDTR）- チャネルロ

ドプシン（ChR2）トランスジェニック（Oxtr-YFP 
Tg）ラット雄 10)（Wistar 系統；8-10 週齢）（岡山大

学より供与）］を用いた。明期 12 時間 / 暗期 12 時間

の環境で、餌と水は自由に摂取できる状態で飼育し

た。動物実験は、文部科学省の「研究機関における

動物実験に関する基本指針」に基づいて行い、岡山

大学動物実験委員会，神奈川大学理学部動物実験安

全要綱、神奈川大学理学部動物実験管理委員会の承

認を受けて実施した。

性行動試験
先行研究に従い 10)、人為的に発情させた雌ラットと

雄ラットを性行動観察ケージに入れ、30 分間の性行

動実験を行い、複数週の射精（交尾）経験を持つ群

を経験雄、飼育ケージに雄のみを入れた群を未経験

雄とした。
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AB_2571636；ブロッキングバッファーで 1:2,000 に

希釈）を用いて室温で 1 時間反応させたのち、4℃
で 1 晩反応させた。免疫反応産物は streptavidin-
biotin kit（Nichirei, Tokyo,Japan）と 3-3’- ジアミ

ノベンジジン（DAB）を用いて可視化した。脱水透

徹を行ったのち、マウントクイック（Daido Sangyo 
CO., LTD. Japan）で封入した。光学顕微鏡 (BX53; 
Olympus, Tokyo, Japan) を用いて画像を取得した。

　YFP シグナルと GRP 免疫蛍光を検出する目的

で、green fluorescent protein (GFP) に対する抗体

（chicken, 600-901-215; Rockland, Gilbertsville, PA, 
RRID: AB_1537402, 1:2000 希釈）と抗 GRP 抗体

（1:1000 希釈）を使用し、Alexa Fluor 488-linked 
anti-chicken IgG raised in goats（1:1,000 希 釈 ; 
Molecular Probes, Eugene, OR, USA）と Alexa 
Fluor 555-linked anti-rabbit IgG raised in goats
（1:1,000 希釈 ; Molecular Probes）を用いて室温で 1
時間反応させた。PBS で洗浄した後、Fluoromount 
G（SouthernBiotech, Brimingham, AL, USA）を用

いて封入した。染色した切片は蛍光顕微鏡（BX53, 
Olympus）または共焦点レーザー顕微鏡（FV1000, 
Olympus）を用いて観察し、画像を取得した。

画像解析
未経験雄（n = 5）と経験雄（n = 6）の横断脳切

片に対し、GRP に対する免疫染色を行い、束傍

核（parafascicular nucleus: PF）、 視 床 中 心 傍 核

（subparafascicular nucleus: SPF）、扁桃体内側核尾

部腹側部（medial amygdala nucleus, posterodorsal 
part: MePD）の写真を 1 個体当たり 10 枚撮影し

た。撮影した画像を白黒反転させ、画像解析ソフ

ト ImageJ（Version1.45p; National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA）を用いて GRP 免疫陽

性を黒色、それ以外の部分を白色化して表した。黒

色のシグナルのみを検出し、そのピクセル数を数値

化し、未経験雄の GRP 免疫陽性強度の平均を‘1’
とした相対値を用いて GRP 免疫陽性強度を比較し

た。また、蛍光画像の解析では、PBS を投与した

OxTR2 ラット（コントロール；3 匹）およびジフテ

リア毒素投与を投与した OxTR2 ラット（3 匹）の横

断脳切片に対し、GRP と GFP に対する免疫染色を

行い、MePD 領域の写真を 1 個体あたり 10 切片撮

影した。撮影した画像を白黒反転させ、画像解析ソ

フ ト ImageJ（Version1.45p; National Institutes of 
Health）を用いて GRP あるいは GFP 免疫陽性を黒

色、それ以外の部分を白色化して表した。黒色のシ

グナルのみを検出し、そのピクセル数を数値化し、

PBS を投与したコントロール群の GFP 免疫陽性強

図 2．雄ラット前脳におけるガストリン放出ペプチド
（GRP）線維の局在と交尾経験差．束傍核（parafascicular 
nucleus: PF），視床中心傍核（subparafascicular nucleus: 
SPF），扁桃体内側核尾部腹側部（medial amygdala 
nucleus, posterodorsal part: MePD）において GRP 陽性線
維が観察され，3 領域全てにおいて経験雄の方が未経験雄
に比べて GRP 線維が多く観察された fr: 反屈束，ml: 内側
毛帯，opt: 視索．スケールバー , 200 µm.

度を‘100%’とした相対値を用いてジフテリア毒素

投与群での GFP 免疫陽性強度を比較した。

定量解析
各群のデータを平均値±標準誤差で示し、対応のな

いt 検定を用いて解析した。

結果
性経験による視床・視床下部領域での GRP 線維
の変化
性経験のない雄ラットと性経験を積んだ雄ラット

の前脳において、GRP 陽性線維の局在を解析した

（図 2）。その結果，束傍核（parafascicular nucleus: 
PF）、視床中心傍核（subparafascicular nucleus: 
SPF）、扁桃体内側核尾部腹側部（medial amygdala 
nucleus, posterodorsal part: MePD）において GRP
陽性線維が観察され、3 領域全てにおいて経験雄の

方が未経験雄に比べて GRP 線維が多く観察された

（図 1）。これらを定量的に解析した結果、GRP 陽性
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図 3．SEG ニューロンの破壊と脳における SEG ニューロ
ン線維．MePD において，脊髄に毒素を投与した群ではコ
ントロール群に比べて，YFP 陽性（OXTR）線維と GRP
陽性線維が減少した．Opt，視索．スケールバー，200 
µm．

強度は、PF において未経験雄（n = 5）で 1.00 ± 0.12，
経験雄（n = 6）で 3.90 ± 0.58、SPF では未経験雄

で 1.00 ± 0.08、経験雄で 2.72 ± 0.51、MePD では

未経験雄で 1.00 ± 0.05、経験雄で 2.65 ± 0.23 と有

意に増加し（P < 0.05）、交尾経験により、各領域に

おける GRP 陽性線維は 2 倍から 4 倍に増化するこ

とを明らかにした（表 1）。

SEG ニューロン破壊後の MePD における GRP
線維と OXTR 線維の変化
ジフテリア毒素投与による SEG ニューロンの破壊を

確認する目的で、脊髄において GRP に対する免疫

染色を行った。脊髄における YFP 陽性ニューロンは

コントロール群で 518 ± 36 個、毒素投与群で 289 
± 24 個と毒素投与により YFP ニューロンが半減し

た。また、GRP 陽性ニューロン数はコントロール群

で 520 ± 18 個、毒素投与群で 265 ± 26 個と、毒素

投与により GRP 陽性ニューロンも半減した。次に、

脳において、GRP に対する免疫染色を行い、ジフ

テリア毒素投与により GRP 線維が減少する領域を

調べた。その結果、MePD において YFP 陽性線維、

GRP 陽性線維が観察され、毒素投与群ではコント

ロール群に比べて YFP 陽性線維、GRP 陽性線維が

減少していた（図 3）。これらの画像をもとに MePD
における YFP 蛍光強度と GRP 陽性強度を定量化し

た。結果、YFP 蛍光強度は毒素投与群ではコント

ロール群の約 75％まで減少していた（図 4）。同様

に、GRP 陽性強度は毒素投与群ではコントロール群

の約 52％まで減少していた（図 4）。また、今回観

察した限りでは、MePD 以外の領域で YFP 陽性線維、

GRP 陽性線維の変化はみられなかった。

討論
今回、交尾経験雄ラット用いることで、これまで交

尾未経験雄ではほとんど観察されなかった前脳領域

における GRP 線維の投射を明らかにすることに成

功した。脊髄に存在する GRP ニューロンも交尾経

験により GRP 発現が増加する 11) ことから、今回発

見した PF、SPF、MePD の GRP 線維は脊髄 GRP
ニューロン由来である可能性が高い。また、ジフテ

リア毒素により、脊髄 GRP ニューロンが半減し、

MePD における GRP 陽性線維が減少した。YFP 陽

性（OXTR）ニューロンでも同様の結果が得られた

ことから、MePD が脊髄 GRP ニューロンの投射先

である可能性が高い。

　交尾経験を積んだ雄では性行動が活発になる 13)。

また、交尾経験は、視床下部の性行動に関わる視床

下部視索前野に存在するニューロン樹状突起の棘突

起を成熟させることが知られている 14)。また、脊

髄 GRP ニューロンにおいて、交尾経験は GRP や

表 1．各脳領域における未経験雄の GRP 陽性強度を ‛1’
とした時の経験雄の GRP 染色強度．

図 4．毒素投与による YFP 陽性（OXTR）線維と GRP 陽
性線維の蛍光強度の変化．コントロール群の蛍光強度の平
均を 100 とし，平均±標準誤差で示した．
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OXTR の発現を増加させる 11)。今回、交尾経験がな

い雄では GRP 線維がほとんどみられない脳領域に

おいても交尾経験を積んだ雄では GRP 線維が多数

観察された。これらのことから、交尾経験による変

化着目して解析を行うことで、新規の神経投射や行

動制御メカニズムを明らかにできるかもしれない。

　今回 GRP 線維が観察された PF、SPF、MePD で

は射精後に神経活性化マーカーの発現が増加するこ

とが知られている 15, 16)。また、交尾経験のある雄ラッ

トにおいて、MePD は発情雌の匂いに応答する領域

としても知られている 15)。射精に至ったシグナルを

脊髄 GRP ニューロンが MePD へと伝えることで、

雌へのモチベーションを抑制し、性行動の完了を定

義するのかもしれない。今後、MePD の GRP 受容

体ニューロンを特異的に破壊したラットで脊髄 GRP
ニューロンを活性化し、雄の性行動がどのように変

化するのかを解析することで、LSt ニューロンによ

る性行動時のフィードバックメカニズムを明らかに

できると考えている。
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