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研究成果の概要（和文）： 
 性機能に関わる脊髄局所神経回路を明らかにする目的で、超高圧電子顕微鏡下で免疫二重電

顕を試み、コンピュータートモグラフィー法を応用した超微神経形態の三次元立体再構築法を

確立した。次いで、雄の性機能の評価として、ラットを用いて性行動中の神経活性をリン酸化

細胞外シグナル調節キナーゼ（pERK）の gastrin-releasing peptide (GRP)ニューロンにおけ

る発現を解析した。結果、雄の性行動中に脊髄 GRP ニューロンの多くが活性化されることを明

らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
     We applied the high-voltage electron microscopy (HVEM) tomography assisted by light 

microscopy to a study of the 3-D chemical neuroanatomy of the rat lower spinal cord 

annotated by double-labeling immunohistochemistry. This powerful methodology is useful 

for studying molecular and/or chemical neuroanatomy at the 3-D ultrastructural level. The 

induction of phosphorylated extracellular signal-related kinase (pERK) is well accepted 

as a marker for neuronal activation. Consequently, we studied the expression of pERK in 

the gastrin-releasing peptide (GRP) neurons after ejaculation. This revealed that pERK 

induction in the GRP neurons appeared to be specifically associated with ejaculation, 

suggesting the activation of GRP neurons during male sexual behavior. 
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに我々はラットを用いた基礎研
究から、神経ペプチド gastrin-releasing 
peptide (GRP) を含むニューロンが、脊髄内
に複雑な神経回路を雄特異的に構築し、勃起
を含む男性（雄）の性機能を生理的に調節し
ていることを発見した。本研究では、この新
規に同定した脊髄内勃起中枢をターゲット
として、勃起障害（ED）の病態生理メカニズ
ムを解析する。本研究の発展により、EDの原
因究明・治療法開発に新規のアプローチ法を
提案できる。既に我々は、心的外傷後ストレ
ス障害（PTSD）などのストレス疾患モデル動
物を用いた研究から、トラウマ的ストレス負
荷が脊髄 GRPニューロンシステムを破綻へ導
くことを明らかにしつつある。 
 
 
２．研究の目的 
 （1）性機能に関わる脊髄局所神経回路を
明らかにする目的で、超高圧電子顕微鏡下で
免疫二重電顕を試み、コンピュータートモグ
ラフィー法を応用した超微神経形態の三次
元立体再構築法を確立した。（2）雄の性機
能の評価として、ラットを用いて性行動中の
神経活性をリン酸化細胞外シグナル調節キ
ナーゼ（pERK）の GRP ニューロンにおける発
現を解析した。（3）GRP 遺伝子プロモーター
の下流に緑色蛍光タンパク質 (Venus) の
cDNA を繋いだ遺伝子のトランスジェニック 
(GRP-Venus Tg) ラットの作出を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 （1）脊髄 GRP ニューロン線維は、射精に

関わると考えられており、GRP 受容体を発現

している自律神経核（SPN）へと投射してい

る。我々は、脊髄 GRP ニューロンから SPN へ

の軸索の投射を、超高圧電子顕微鏡（岡崎生

理学研究所；HVEM）を用いて、超微形態レベ

ルで解析した。HVEM は数 µm の厚さを持つ切

片を超微形態レベルで解析することができ

る。雄ラット脊髄において、GRP と SPN のマ

ーカーである神経性一酸化窒素合成酵素

（nNOS）に対して二重免疫電顕法を行い、脊

髄 GRP ニューロン線維の SPN への入力を明ら

かにした。今回、一方の免疫組織化学法をナ

ノゴールド-銀増感法で、また他者を従来の

ジアミノベンジジン法によって、超高圧電子

顕微鏡下で 2者を区別する免疫二重電顕法を

応用し、三次元立体再構築による効率的な解

析を行った。（2）卵巣摘出した雌ラットをホ

ルモン投与によって人為的に発情させ、成熟

雄と掛け合わせることにより、雄ラットの性

行動解析を行った。射精にまで至った雄ラッ

トを、射精から 10 分後、直ちに灌流固定を

行い、脊髄（L3-L4 レベル）を用いて GRP と

pERK に対する二重免疫染色を行った。GRP ニ

ューロンにおける pERK共発現率を解析した。

（3）ラット GRP プロモーター遺伝子のクロ

ーニングを行った。GRP 遺伝子プロモーター

の下流に Venus の cDNA を繋いだトランスジ

ーン・コンストラクトを作製、ラット受精卵

に当該コンストラクトのマイクロインジェ

クションを行った。 

 
 
４．研究成果 

 （1）超高圧電子顕微鏡下、二重免疫電顕

技術を応用したコンピュータトモグラフィ

ー・三次元立体再構築法を用いて、脊髄 GRP

ニューロンを指標にし、脊髄内各種神経ネッ

トワークを詳細に解析することに成功した。

今後は、EDモデルラットを用いて、脊髄 GRP

ニューロンシステムについて詳細な解析を

行うことができる。（2）雄ラットを用いて

性行動中の神経活性を pERK の脊髄 GRP ニュ

ーロンにおける発現を解析した。その結果、

雄の性行動中に脊髄 GRPニューロンが高確率

で活性化されることを明らかにした。一方、

性行動を行っていない雄の GRPニューロンで

は pERK は、ほとんど発現していなかった。

（3）GRP 遺伝子プロモーターの下流に

VenusのcDNAを繋いだ遺伝子のトランスジ

ェニック (GRP-Venus Tg) ラットの作出に

成功した。GRP-Venus Tg を用いれば、生き

た状態で GRP ニューロンを選択的に蛍光標

識することが可能となり、GRP-Venus Tg ラ

ットにおいて GRP 系を中心とした脊髄内神

経ネットワークを生きた状態で詳細に解析

することができる。 

 

今後の展望： 

 さらなる多角的な解析を通して、GRP ニ

ューロンシステムを中心とした雄の性機能

を制御する脳-脊髄間神経ネットワークと

その動作メカニズムを解明することができ

る。 
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