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1-1 緒言 

 

 生物を定義することは難しい。生物を無生物と区別するための特徴としては、自己増殖能力、

エネルギー変換能力、恒常性の維持能力、自己と外界との明確な隔離をもつことであると考え

られる。個体は、かならず老化などに伴う恒常性維持能力の破綻や捕食者による被食といっ

た形でその終焉を迎える以上、自己増殖は最も優先されるべきことである。ここでいう自己とは、

厳密な意味で全く同じ個体というものはあり得ないので、自己の遺伝子のことである。このよう

に、生物にとって自己の遺伝子の保存がもっとも優先されるべきことであるため、性行動は生

物にとって数ある社会行動の中で最も重要な行動の一つと考えられる。しかし性行動は、様々

な外的刺激により抑制されることが知られている。 

 飢餓状態に陥った時や(Sachs, 1965)、捕食者が存在する状況(Blanchard, 1989)、または捕

食者臭などの捕食者の存在を示唆する状況下においては(Bian, 2005)、おそらく個体の生存

を優先する方が自己の遺伝子の保存に有利なために、性行動を発現する個体の割合が減少

することが知られている。こういった外的刺激は生物の内的環境を変化させるストレス反応を引

き起こすストレッサーであると考える事ができ、同様の例は畜産やペットといった動物を扱う身

近な状況下においても存在する。例えば競走馬や純血種犬の種付けを行う際、メス個体の飼

育場所にオス個体を連れていくと、新奇環境ストレスによって多くのオス個体が性行動を完遂

できないことが、経験的に知られている。このように、様々なストレッサーによって性行動が抑

制されることは実験動物においても観察されており、その局所的な中枢メカニズムも調べられ

ているが、知覚されたストレッサーが最終的に性行動抑制を引き起こすまでの脳内情報伝達

経路の全容に関しては未解明であった。その理由として、多くのストレッサーはその知覚様式

が不明であることが挙げられる。例えば新奇環境ストレスの場合、それを知覚する感覚は視覚、

聴覚、触覚を含めた複数に渡ることが予測されるため、それぞれの感覚に応じた様々な中枢

神経核が興奮してしまい、その結果として性行動自体の抑制に関わっている神経核を特定す

るのが困難であった。 

 

 

1-2 性行動 

 

1-2-1 ラットの性行動 

 

 通常、雌雄のラットは互いの顔面および肛門性器付近を探索することから性行動を始める。

発情期のメスラットは、オスラットと出会うと darts and hops（突然の移動や跳躍）や、ear wiggling 

（耳を震わせる行動）、solicitation（急激な逃避行動を伴うオスラットへの接触行動）といった受

容行動を示す。これらの受容行動はオスラットのマウント（メスラットの後部より腰を突き動かす

行動のうち、陰茎の挿入を伴わない行動）や挿入（メスラットの後部より腰をより深く突き動かす
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行動で、陰茎の挿入を伴う行動）といった行動の引き金となる。そしてオスラットがマウントした

際、メスラットはロードシス反射（背中を反り、尾を振動させ、頸部を緊張させる反射行動）を示

す。マウントしては離れての繰り返しによって挿入が充分な回数に達すると、射精に至る。射精

後約 6-10分間の不応期が継続し、その間オスラットはメスラットに興味を示さずに 22kHzの超

音波発声を伴いながら、毛づくろい行動や休憩行動をする。そして不応期が終了すると、再び

オスラットは挿入を試み始める。このような一連の性行動は copulation period と定義され、一晩

で 6～7回繰り返されることが知られている(Hull, 2002)（図 1-1）。 

 

 

1-2-2 オスラットの性行動観察における指標 

 

 本研究においては、実験手法として主にオスラットの性行動観察試験を用いた。性行動を観

察することで、オスラットの性行動に関わる 4 つの構成要素、すなわち性的動機づけ、勃起の

程度、交尾率（copulation rate）、射精の活性、の状態を知ることができる。また、それぞれの構

成要素により関わるホルモンや神経伝達物質、神経核が変わってくるため、性行動の脳内の

制御機構を知るうえで大きな助けとなる。 

 オスラットの性行動を測定する際に最も一般的に用いられる指標として次のようなものがあ

る。 

①マウント潜時 （メスラットと出会ってから最初のマウントまでの時間） 

②挿入潜時 （メスラットと出会ってから最初の挿入までの時間） 

③射精に必要なマウント数 (ある copulation period において１回の射精に必要だったマウント

の回数) 

④射精に必要な挿入数 （ある copulation period において１回の射精に必要だった挿入の回

数） 

⑤射精潜時 （ある copulation periodにおいて最初の挿入から射精までの時間） 

⑥平均挿入間隔（挿入が起こってから次の挿入が起こるまでの平均時間） 

⑦射精後の不応期 （射精が起こってから次の挿入がおこるまでの時間） 

⑧射精後の超音波持続時間（射精が起こってから超音波発声が終わるまでの時間） 

⑨射精回数（一定時間内に起こった射精の回数） 

⑩Hit rate (射精に必要な挿入数をマウント数+挿入数で割ったもの) 

 

 上記の 10 の指標は 4 つの性行動の構成要素を表す。一つ目として、①と②に関しては、性

的動機づけの強さを示す値である。マウントや挿入の潜時の間は、主にオスラットがメスラット

のにおいをかいだり、後ろから追いかけたりする時間を数値化しており、行動学的に欲求行動

に分類される。この数値が短いほど性的動機づけが高いと考えられる(Hull, 2002)。 

 ③と⑩に関しては勃起の程度を示す指標である。③について、オスラットのメスラットへのマウ
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ントは毎回挿入を目的としているため、マウントは挿入の失敗であると考えることができる。十分

な勃起は膣に挿入するための硬さと触覚刺激を得るために必要であるため、マウントは勃起が

抑制されている際に増加すると考えられている(Hull, 2002)。⑩はオスラットが後ろからメスラッ

トに乗った際にどれくらいの割合で挿入が可能であったのかを示す指標であり、勃起の抑制に

よって低下する。 

 ⑤⑥⑦⑧⑨に関しては交尾率を示す指標である。交尾行動のペースが早ければ、⑤⑥⑦

⑧は短縮され、⑨は多くなる。 

 ④は射精の活性を示す指標である。この値は、数値が高い方が性的活性が高いように思わ

れるが、実際はその逆である。性行動は射精を目的としているため、性的に活発なオスラットほ

ど少ない回数の挿入で射精する。 

ある刺激により性行動が促進されたのか、抑制されたのかを見極める際には、これらの指標

を総合的に勘案して判断することになる。 

 

 

1-2-3 性行動発現機構 

 

 性行動を引き起こす神経メカニズムを理解するための初期の実験は、脳内の大きな領域を

破壊し、その後行動変化を観察することであった。時代が進むにつれ、その破壊領域はニッス

ル染色によって同定された神経核や神経核群、神経線維の通過経路に限ったものに変化し、

さらには電気生理的な刺激や観察、ホルモンや薬物の直接投与や神経伝達物質のマイクロ

ダイアリシス、神経細胞活動の観察などといった手法が取り入れられてきた(Hull, 2002)。 

げっ歯類の性行動の発現において、においやフェロモンといった嗅覚刺激は最も重要な役

割を果たすことが知られており、嗅覚系を外科的、遺伝的に除去することで、性行動に様々な

欠陥を引き起こすことが知られている。嗅上皮を介したメスラットのにおい刺激や、鋤鼻器

(VNO; Vomeronasal organ)を介したフェロモン刺激は、それぞれ嗅球と副嗅球 (AOB; 

Accessory olfactory bulb)を介して扁桃体内側核(MeA; Medial amigdala)へ伝達され(Kondo, 

1995; von Campenhausen, 2000)、その後、直接、または分界条床核(BNST; Bed nucleus of 

stria terminalis)を介して間接的に内側視索前野(MPOA; Medial Preoptic Area)に伝達される

(Hull, 2002)。MPOAは性行動に中心的な役割を果たしており、性行動により c-Fos蛋白質の

発現が増加することや (Baum, 1992)、電気刺激により性行動が引き起こされること

(Rodriguez-Manzo, 2000)、破壊により性行動が阻害されること(Kondo, 1995)が知られている。

この MPOA には嗅覚刺激以外にも陰茎から脊髄や中脳中心被蓋野、subparafascicular 核

（SPF）を介した体性感覚刺激の入力を受けている。この MPOA からは、視床下部や中脳、脳

幹に対して投射が認められ(Coolen, 1998; Rizvi, 1996)、自律神経や運動神経を制御すること

で性行動を発現していると考えられる（図 1-2）。例えば、腹側被蓋野から側坐核(NAc; 

Nucleus accumbens)に投射している中脳辺縁系ドーパミン経路は、性的動機づけに関与して
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いるとされており MPOA から入力を受けていることが知られている(Hull, 2007)。同様に、勃起

に関しても、破壊実験などにより室傍核(PVN; Paraventricular nucleus of hypothalamus)や巨

細胞性傍核（nPGi; Nucleus paragigantocellularis）などをはじめとする神経核の関与は明らか

になっている(Argiolas, 2005; Giuliano, 2000)。また、射精により、内側扁桃体背側部尾側や、

分界条床核内側部尾側、内側視索前核背側部尾側、SPF といった神経核で c-Fos 蛋白質の

発現増加が認められることが知られており、これらの神経核は MPOA と相互に投射を持つこと

が知られている。(Coolen, 1998; Coolen, 1997; Heeb, 1996)。しかしながら、上記のような嗅覚

系からMPOAまでの情報伝達経路は比較的明らかになっているものの、勃起や射精がどのよ

うな神経情報伝達経路を経て引き起こされるのかははっきりと明らかになっているわけではな

い(Hull, 2002)。 

 

 

1-2-4 性行動制御機構 

 

 これまで、性行動の発現に関わる中枢神経の仕組みと同様に、性行動の抑制や促進を司る

中枢制御機構に関しても研究が進められてきた。神経伝達物質やホルモンの全身投与や、脳

内神経核の破壊実験、神経伝達物質の微量局所投与などの手法を用いて、関連する神経核

や神経伝達物質に関する研究結果が蓄積されてきた(Hull, 2002)。例えば、ドーパミンを全身

投与することで、性的動機づけ、および交尾率、射精の活性、勃起の程度の促進が認められ

る。また、NAc を除去した際には、性的動機づけには変化が認められなかったものの、勃起の

程度を抑制し、交尾率を低下させた。こういった研究の報告に関しては表 1-1 および表 1-2 に

まとめた。 

 一方で、様々なストレッサーを用いた実験による報告から、ストレスによるオスラットの性行動

の抑制は大きく 2つのパターンに分けられると考えられる。1つ目は、オスの性行動が引き起こ

されなくなるパターンである。捕食者臭の提示(Blanchard, 1989; Koskela, 1995)や新奇環境ス

トレス(Pfaus, 1995)は、性行動を引き起こすオスラットの割合を減少させることが知られている。

これは欲求行動を著しく減少することから、性的動機づけの極端な低下が原因であると考えら

れる。2 つ目のパターンは、性行動は引き起こされるものの、それぞれの性行動の構成要素が

低下するパターンである。Retana-Marquez, S.らの研究では、拘束、フットショック、部分水浸を

それぞれ用いてオスラットの性行動の変化を観察している(Retana-Marquez, 1996)。急性的に

ストレッサーを提示した場合に着目すると、フットショックは勃起の指標のみを低下させたのに

対し、拘束は勃起に加えて性的動機づけの指標を低下させた。さらに部分水浸は勃起と性的

動機づけに加えて交尾率の指標を低下させた。また、慢性的にストレスを与え続けた場合に

着目すると、フットショックは、ストレス提示 1日目から勃起の指標を低下させ、続いて 4日目か

らは性的動機づけおよび交尾率の指標を低下させたものの、射精の活性に関しては 20 日間

にわたりストレスを与え続けても変化することはなかった。以上より、ストレッサーにより性行動
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が抑制される際には、まず勃起が抑制され、続いて性的動機づけおよび交尾率が抑制される

と考えられる。また、射精の活性に関しては、別の実験で性的経験のあるオスラットと性的経験

のないオスラットの性行動を比較した際に、性的経験のないオスラットにおいて有意に低下し

たことから(Retana-Marquez, 2009)、勃起、性的動機づけ、交尾率とは共通する部分の少ない

神経経路を介して制御していると考えられる。このように、ストレッサーの種類や期間によって

変化を受ける性行動の指標が異なることから、性行動抑制に関わる神経伝達が複数存在し、

受けたストレスの程度や期間により活性化される経路が変化することが予想される。 

このように、脳内の局所における性行動制御機構やストレスによる性行動抑制の行動変化

の様式が少しずつ明らかになってはきたものの、ストレスによる性行動変化における神経伝達

機構の全容は未だ明らかではない。 

 

 

1-3 フェロモンの定義 

 

 多くの動物種においては、嗅覚を用いた情報伝達機構を発達させており、同種個体間での

コミュニケーションにおいて、フェロモンを用いた情報交換をしばしば観察することができる。そ

もそもフェロモンとは、同種個体間で分泌、伝達される物質で、それを受容した個体の行動も

しくは生理環境に何らかの影響を及ぼす化学物質と 1959年に Karlson と Luscherが定義した

(Karlson, 1959)。フェロモンを利用したコミュニケーションには、視覚や聴覚を利用したコミュニ

ケーションと違い、その効果が遠距離まで達し、信号を発した動物が不在でも情報伝達が行え

るという利点があり、この特徴がフェロモン特有の効果を引き起こすのに大きな役割を担ってい

ると考えられる。フェロモンはその作用の仕方から大きく二つの種類に分類される(Wilson, 

1963)。一つ目はリリーサーフェロモンと言われ、フェロモンを受容した個体はすぐに反応し、誘

因、忌避などの行動が引き起こされる。このリリーサーフェロモンは昆虫で多く調べられており

(Tillman, 1999)、カイコガの性フェロモンであるボンビコールなどが有名である(Sakurai, 2004)。

また、哺乳類においてもオス豚の唾液に含まれる物質が性フェロモンとして作用することが知

られている(G.P. Pearce, 1987)。これに対し、受容した個体に特定の内分泌的な変化を引き起

こすことで、結果的にある特定の行動を引き起こすフェロモンをプライマーフェロモンという。こ

のプライマーフェロモンの効果として、マウスの幼若メス個体にオスの成熟個体のにおいをか

がせることで、発情開始時期を早める Vandenbergh 効果や(Vandenbergh, 1976)、ヤギの成熟

オス個体の臭いを非繁殖期のメス個体にかがせることで排卵を惹起するオス効果などがよく知

られている(Iwata, 2000)。 

 

 

1-4 警報フェロモン 
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 警報フェロモンは、同種他個体に危険の存在を知らせるためのフェロモンであり、昆虫など

の無脊椎動物で多く確認されている。脊椎動物においても、マウス(Rottman, 1972)、ウシ

(Boissy, 1998)、ブタ(Vieuillethomas, 1992)などでその存在は確認されている。当研究室では、

ラット警報フェロモンに関する一連の研究を進めてきた。まず初めに、小さなアクリルボックスの

中にドナーラットを導入してフットショックを与えることで警報フェロモンの分泌を促すことができ、

アクリルボックスの中に別のレシピエントラットを導入することで、レシピエントラットにストレス誘

因性体温上昇反応の増悪を引き起こせることを発見した(Kikusui, 2001)。次にこのストレス誘

因性体温上昇反応を生物検定系として利用することで、警報フェロモンがテストステロン非依

存的に(Kiyokawa, 2004)肛門周囲腺から分泌されること(Kiyokawa, 2004)、ストレス反応に関

連する神経核における c-Fos蛋白質発現を増加させること(Kiyokawa, 2005)が明らかになった。

また、小さなアクリルボックスの天井に水滴を吹き付けておき、その中で麻酔下のドナーラット

の肛門周囲部を局所電気刺激することで警報フェロモンを分泌させた後に、天井の水滴を回

収し提示することで、レシピエントラットに警報フェロモンを直接提示したのと同様の反応を引

き起こすことができたことから、警報フェロモンは水溶性であることも明らかとなっている

(Kiyokawa, 2005)。このフェロモン水を用いることで、ホームケージにおけるストレス誘因性体

温上昇反応の増悪や(Kiyokawa, 2005; Kiyokawa, 2007)、変形オープンフィールド試験にお

ける防御行動やリスクアセスメント行動の増加(Kiyokawa, 2006)、聴覚性驚愕反射の亢進

(Inagaki, 2008)といった別の実験系における警報フェロモンの影響を観察することが可能とな

った。また、VNO の外科的切除が、フェロモン水を提示されたレシピエントのストレス誘因性体

温上昇反応の増悪を阻害したことから、警報フェロモンが VNO で受容されていることも確認さ

れた(Kiyokawa, 2007)。しかしながら、これまで警報フェロモンの個体への影響は観察されて

きたものの、社会行動への影響は観察されてこなかった。 

 

 

1-5 本研究の目的 

 

 本研究の目的は、ラット警報フェロモンを研究モデルとすることで、ストレス反応が性行動を

抑制する脳内情報伝達経路を明らかにすることである。先行研究より、ラット警報フェロモンは、

他個体に VNO で受容されることで、受容個体にストレス反応を引き起こすことのできる物質で

あることが明らかとなっている。また、げっ歯類を用いた多くの先行研究により、フェロモンは

VNO で受容されたのちは、AOB への情報伝達を経て、MeA や BNST に伝達されることが明

らかとなっている(von Campenhausen, 2000) (図 1-2)。このように、警報フェロモンの受容の際

には鋤鼻嗅覚系の神経核が興奮することが明らかなため、性行動の抑制に関わっている神経

核の特定が可能であると考えられる。 

 この実験系を用いて、第 2 章では、警報フェロモンを様々なタイミングや方法で提示すること

で、警報フェロモンが性行動に与える影響を観察した。また、CRH 受容体拮抗阻害薬である
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CP-154526 を用いることで、警報フェロモンが性行動を抑制する際の CRH の関与について検

討した。第 3 章では、免疫組織化学的手法を用いることで、警報フェロモンによる性行動抑制

に関与する神経核および、CRH の分泌源の検討を行った。第 4 章では、オピオイド受容体拮

抗阻害薬と免疫組織化学的手法を組みわせることで、警報フェロモンによる性行動抑制にお

けるオピオイドの役割を検討した。 
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略語表 

 

Arc・・・Arcuate nucleus, 弓状核 

BLA・・・Basolateral amygdala, 扁桃体外側基底核 

BNST・・・Bed nucleus stria terminalis, 分界条床核 

BNSTa・・・Bed nucleus stria terminalis anterior division, 分界条床核吻側 

BNSTam・・・Bed nucleus stria terminalis anterior division medial group, 分界条床核

内側部吻側 

BNSTal・・・Bed nucleus stria terminalis anteriod division lateral group, 分界条床核外

側部吻側 

BNSTp・・・Bed nucleus stria terminalis posterior division, 分界条床核尾側 

CeA・・・Central amygdala, 扁桃体中心核 

CRH・・・Corticosteron releasing hormone, コルチコステロン放出ホルモン 

dlPAG・・・Dorsolateral periaqueductal gray, 中脳中心灰白質背外側部 

HPA軸・・・Hypothalamus-Pituitary-Adrenal grand axis, 視床下部－下垂体－副腎軸 

Magnocellular part of PVN・・・Magnocllular part of Paraventricular nucleus of 

hypothalamus, 室傍核大細胞性領域 

MeA・・・Medial amygdala,扁桃体内側核 

MPOA・・・Medial preoptic area, 内側視索前野 

NAc・・・Nucleus accumbens, 側坐核 

NAc core・・・Nucleus accumbens core, 側坐核 core 

NAc shell・・・Nucleus shell, 側坐核 shell 

nPGi・・・Nucleus paragiganto cellularis, 巨細胞性傍核 

PAG・・・Periaqueductal gray, 中脳中心灰白質 

Parvocellular part of PVN・・・Parvocellular part of paraventricular nucleus of 

hypothalamus, 室傍核小細胞性領域 

PVN・・・Paraventricular nucleus of hypothalamus, 室傍核 

vlPAG・・・Ventrolateral periaqueductal gray, 中脳中心灰白質腹外側部 
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オス メス

◆マウント
◆挿入
◆射精

（挿入の失敗）

◆Darts and hops

（突進、はねまわり）
◆Solicitation

（オスの注意を引く）

◆ロードシス
（オスのマウント時に
背中を反る反射）

◆射精後不応期
◆超音波発声

図1-1、ラットの性行動様式
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   鋤鼻器

副嗅球

内側視索前野

分界条床核

扁桃体内側核

性行動の発現に関する
神経情報伝達経路

警報フェロモンの
神経情報伝達経路

鋤鼻器

副嗅球

分界条床核

扁桃体内側核

視床下部を経て内分泌系へ運動系や内分泌系を調整

図1-2、ラットの性行動発現および警報フェロモンの情報伝達に
関与していると考えられる神経伝達経路と、本研究の目的

嗅上皮

主嗅球

陰茎

脊髄

SPF核

分界条床核

扁桃体内側核
内側視索前野

副嗅球
性行動

抑制

本研究の目的
警報フェロモンをはじめとするストレスはどのように性行動の回路に

作用することで性行動を制御しているのか明らかにする。

？
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表 1-1 薬物全身投与によるオス動物への性行動の影響 

神経伝達物質 薬物 性的動機づけ 交尾率 射精 勃起 

ドーパミン Mixed ag. ↑ ↑ ↑ ↑ 

 Mixed antag. ↓ ↓ ↓ ↓ 

 D1 ag.  ↑   

 D1 antag.   ↓  

 D2 ag.  低↑、高↓ ↑ ↓ 

 D2 antag.  ↑ ↓  

ノルアドレナリン 前駆体 または 

副交感神経刺激 
 ↓ ↓  

 α2 ag.  ↓  ↓ 

 α2 antag.  ↑ ↑ ↓ 

 α1 ag.    ↑↓ 

 α1  antag.  ↓   

 Βag. or antag.  ↑↓   

セロトニン セロトニン または  

ＳＳＲＩ 
↓ ↓ ↓  

 5-HT1A ag.  ↓ ↑ ↓ 

 5-HT1B ag.   ↓  

 5-HT2C ag. ↓ ↓   

 5-HT2 (nonselective) 

ag. 
↓    

 5-HT2 antag. ↑    

アセチルコリン Nonspecific ag. ↓ ↑   

 Nonspecific antag. ↓    

 Musc. ag. ↑ ↑   

 Musc. Antag. ↓ ↓   

GABA General  ↓    

 GABAA ag. ↓    

 GABAA antag.  ⇔   

 GABAB ag. ↓    

 GABAB antag.  ⇔   



18 

 

 

 

  

 

つづき 

オピオイド Mixed antag. ↓ ↑↓ ↑  

 μ ag.  ↓  ↓ 

 κ ag.  ↓   

 δ ag.  ↓ ↑  

オキシトシン OT  低↑、高↓ ↑  

 OT antag.  ↓   

GnRH GnRH ↑ ↑↓⇔ ↑  

CRH CRH  ↓ ↓  

ニューロペプチドＹ   ↓   

アンギオテンシンⅡ  ↓ ↓   

薬物を全身投与した際のそれぞれの性行動の構成要素への影響を示した。↑は活性化、↓は抑制、⇔は変化が

なかったことを示す。高；高濃度投与時、低；低濃度投与時、ag.;agonist, antag.; antagonist 

参考文献番号； 

3,6,11,13,21,22,28,33,38-40,55,65,82,84,89,96-98,101,103,111,113,115,119,130,144 
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表 1-2 性行動関連神経核の除去および薬物投与によるオス動物への性行動の影響 

神経伝達物質 

または除去 
薬物 性的動機づけ 交尾率 射精 勃起 

側坐核 

除去  ⇔ ↓  ↓ 

セロトニン 5-HT  ↓ ↓ ↓ 

 5-HT1A ag.   ↑  

ドーパミン Mixed ag. ↑    

分界条床核 

ニューロキニンＫ NK-1 ag. ↓    

内側視索前野 

除去   ↓   

ドーパミン Mixed ag.   ↑  ↑ 

 Mixed antag. ↓ ↓  ↓ 

 D1 ag.  ↑  ↑ 

 D1 antag. ↓ ↓ ↑ ↓ 

 D2 ag. 高↓ 高↓ ↑ 低↑高↓ 

ノルアドレナリン 前駆体 または 

副交感神経刺激 
 ↑   

 Nonspecific αantag.  ↓   

 Nonspecific βantag.  ↓   

 α2 ag.  ↓   

 α2 antag.  ↑   

セロトニン セロトニン または 
前駆体 

 ↓   

 5-HT1A ag.  ↑ ↑  

 5-HT1B ag.  ↓   

GABA GABAA ag.  ↓   

 GABAA antag.  ↑ ↑  

オピオイド Nonspecific 
antag. 

↓    

 μ ag.  高↓ 低↑ 低↓ 

 κ ag.   低↑  

アセチルコリン Nonspecific ag.   ↑  

 Musc. ag.   ↑  

 Musc. Antag.  ↓ ↓  
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つづき 

外側視床下部 

除去   ↓   

セロトニン SSRI ↓ ↓   

視床下部腹内側核 

除去  ↑  ↓ ↓ 

室傍核 

除去     ↓ 

ドーパミン Mixed ag.     ↑ 

 D2 ag.    ↑ 

オピオイド μ ag.  ↓   

腹側被蓋野 

オピオイド Mixed antag. ↓    

背側縫線核 

セロトニン 5-HT ↓ ↑ ↑ ↑ 

巨細胞性傍核 

除去    ↑ ↑ 

脊髄 

ドーパミン Mixed ag.   ↓ ↑ ↓ 

セロトニン 5-HT  ↓   

 5-HT1A ag.   ↑ ↓ 

オピオイド μ ag.   ↓  

 Mixed antag.   ↑  

GABA GABAB ag.    ↓ 

特定の神経核の除去や薬物を局所投与した際のそれぞれの性行動の構成要素への影響を示した。↑は活性

化、↓は抑制、⇔は変化がなかったことを示す。高；高濃度投与時、低；低濃度投与時、ag.;agonist, antag.; 

antagonist 

参考文献番号；

2,5-7,11,13,17,19,22-25,28,30-32,40,43,45,47,48,50,53,55,69,84-88,91,92,94-97,99,102,106,107,112, 

119,124,135,143,144,153 
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第 2章 警報フェロモンが性行動に与える影響と  

CRHの役割 
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2-1 緒言 

 

 生物にとって、自己の遺伝子の保存がもっとも優先されるべきことである。そのため、数ある

社会行動の中で、性行動は生物にとって最も重要な行動の一つである。しかし低栄養状態に

なった時や、危険を知らせるシグナルを受容した時など、個体の生存が脅かされる時にはおそ

らく個体の生存が優先されるため、性行動は抑制されることが知られている。例えば、捕食者

のにおいの存在下では、げっ歯類のオス個体の性行動を発現する割合が低下し(Bian, 2005)、

生殖器の重量が低下し、またテストステロン値が低下するといった報告が存在する(Ronkainen, 

1994; Ylonen, 1994)。また、メス個体において捕食者臭の提示により性周期が停止するといっ

た報告もある(Apfelbach, 2001; Koskela, 1996)。このような性行動の抑制は捕食者臭のように

生物学的に危険なにおいに限らず、恐怖条件づけ学習により嫌悪学習したにおいによっても

引き起こされることが知られている(Lawrence, 1987)。そのため、同じく危険を知らせるシグナル

である警報フェロモンは性行動を抑制することが予測される。 

 Corticotropin-Releasing Hormone (CRH)は 41のアミノ酸からなるペプチド鎖で、PVNの細胞

から分泌される。PVN由来の CRH分泌が HPA (Hypothalamus-Pituitary-Adrenal grand)軸の

活性化の引き金となることから、この CRH はストレス反応において重要な働きを持つ。例えば

フットショック(Imaki, 1993)や拘束(Imaki, 1995)、強制水泳(Harbuz, 1989)といったストレッサー

によって、PVNにおけるCRHのmRNA発現量が増加することが知られている。またこのように

して分泌された CRH は他のいくつかの行動反応にも影響を与える。CRH の脳室内投与は高

架式十字迷路におけるオープンアーム滞在時間の減少や(Jones, 1998)、聴覚性驚愕反射の

亢進(Swerdlow, 1986)、オープンフィールド試験における探索時間の減少(Takahashi, 1989)と

いった行動変化を引きおこす。これらに加えて、CRH は性行動を含む社会行動において大き

な役割を担う。例えば、CRHの脳室内投与はオス個体の性行動を用量依存的に抑制したとい

う報告が存在する(Sirinathsinghji, 1987)。警報フェロモンがPVNにおけるc-Fos蛋白質の発現

を増加させたことや(Kiyokawa, 2005)、警報フェロモンによる聴覚性驚愕反射の亢進が CRH

の受容体拮抗阻害薬の事前投与により緩和したこと(Inagaki, 2010)を考え合わせて、もし警報

フェロモンが性行動を抑制するのであれば、その抑制メカニズムに CRH が関与することが考

えられる。 

 これらの仮説を検証するため、まず実験 1において警報フェロモンが性行動に与える影響を

検討した。警報フェロモンをオスラットのホームケージ内に提示し、その 5 分後にメスラットを導

入することで、警報フェロモン存在下における性行動を雌雄それぞれ観察した。実験 2 では、

警報フェロモンがオス、メスどちらの被験動物に作用するのかを検討するため、警報フェロモン

をオスラットもしくはメスラットどちらかの被験動物に 5分間提示し、それを回収した後に性行動

試験を行った。実験 3では警報フェロモン作用におけるCRHの役割を検討するため、CRH受

容体拮抗阻害薬である CP-154526 をあらかじめ投与したオスラットに警報フェロモンが与える

影響を観察した。 
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2-2材料と方法 

 

2-2-1 実験動物 

 

 実験にはWistar Imamichi系ラット（オス個体 94頭、メス個体 94頭）を供試した。オスラットは

7.5週齢、メスラットは 8.5週齢の時点で動物繁殖研究所（茨城県; 日本）より購入した。動物の

搬入後はそれぞれ 2 頭ずつアクリル製の飼育ケージ（440W×280D×180H mm）にて飼育し

た。すべての動物は温度（24±1℃）、相対湿度（45±5％）、と明暗周期（明期：8:00~20:00、

暗期：20:00~8:00）が管理された飼育室内において維持した。餌と水は自由摂取とした。メスラ

ットの膣スメアを 1週間にわたって観察し、メスラットが発情前期の日に実験に供試した。 

 

 

2-2-2 提示溶液の作製 

 

 警報フェロモン溶液は私たちの研究室で確立された方法で作製した (Kiyokawa, 2005)。オ

スのWistar Imamichiラット(12~18週齢)を警報フェロモンのドナーとして用いた。ドナーラットに

ペントバルビタールを（Somnopentyl；MERCK Animal Health, Boxmeer, Netherlands）50ml/kg

の用量で腹腔内投与することで麻酔し、電気刺激用の電極として注射針（27G）を肛門周囲に

取り付けた。その後、あらかじめ天井に純水(5mℓ)を噴霧したアクリルボックス(200×200×

100mm)に麻酔下のドナーを 5 分間導入し、注射針を通じて 15 回の電気刺激（10V 1 秒間）

を 20 秒間隔で肛門周囲に与えることで、警報フェロモンを分泌させた。刺激後ドナーをアクリ

ルボックスから取り出し、天井の水滴をポリプロピレン製のコニカルチューブに回収し、4℃にて

当日行う性行動試験まで保存した。同様にして、ドナーの頸部を刺激した後に回収した溶液

は、同じようにラットのにおいを含むと考えられるものの、被験動物にストレス反応を引き起こさ

ないことが知られているため、対照水として用いた。提示溶液作製に用いたアクリルボックスは、

毎回使用前にお湯と洗剤を用いて洗浄し、ペーパータオルにて水滴を完全に拭き取った。 

 

 

2-2-3 実験 1；警報フェロモンを性行動試験期間中に提示した際の性行動試験 

 

 すべての個体は実験前 2日間にわたり、5分間ずつハンドリングを行った。また、実験前日に

オスラットを新たな飼育ケージに移して個飼いにし、その後実験室および、実験器具への馴化

を 30分間おこなった。メスラットも同様にして実験室への馴化を 30分間行った。 

 性行動試験は、オスラットの飼育ケージ内にて赤色灯下で行われた。実験当日の 18:00に被
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験動物を実験室にケージごと移動し、暗期となる20:00に赤色灯を点灯するとともに、ケージの

天井を事前にアクリル板に空気穴をあけることで作製した天井に取り替えた。約 30 分の馴化

期間をおいた後、提示溶液（水、警報フェロモン溶液）を 750μℓ含ませた濾紙を 2枚ケージの

壁に貼り付けて提示し、その 5分後にメスラットを導入することで、60分間の性行動試験を行っ

た。試験期間中の性行動はケージ上方よりビデオカメラを用いて撮影し、後日解析を行った。 

 被験動物を、提示されるサンプルにより無作為にコントロール群(n=9)およびフェロモン群

(n=10)の 2グループに分けた。 

 

 

2-2-4 実験 2；警報フェロモンを性行動試験前のオスラットもしくはメスラットに提示した際の性

行動試験 

 

 すべての個体に対し、実験前 2 日間にわたり、5 分間ずつハンドリングを行った。また、実験

前日にすべての個体を新たな飼育ケージに移して個飼いにし、その後、実験室および、実験

器具へ 30分間の馴化をおこなった。 

 実験2は以下の点を除いて実験１と同様の方法で行われた。提示溶液は性行動試験前のオ

スラット、またはメスラットのみに提示した。この実験では、提示溶液を濾紙に含ませ、2 枚のア

クリル板(120×60mm、厚さ 3m)に挟んで提示を行った。このアクリル板の片方には直径 9mm

の穴が 18か所あけられており、供試個体がこの穴を通して濾紙に接することが可能となってい

る。このアクリル板を被験個体のホームケージに導入し、5分間のサンプル提示を行った。サン

プルを提示後、アクリル板を取り除き、メス個体をオス個体のホームケージに導入した。その後

60分間ビデオ撮影を実施し、後に行動を解析した。 

 供試動物群を、提示対象と提示するサンプルにより無作為に 4グループに分けた。すなわち、

オス−コントロール群(n=9)、オス−フェロモン群(n=9)、メス−コントロール群(n=9)、およびメス−

フェロモン群(n=9)である。 

 

 

2-2-5 実験 3；警報フェロモンによる性行動抑制に対する CRH受容体拮抗阻害薬の影響 

 

 すべての個体に対して、実験１と同様にハンドリング、個飼いへの移行、実験器具への馴化

を行った。 

 実験当日、実験の60分前にオスラットに対して、溶媒（0.5％の tragacanth gumの粉末を含ん

だ食塩水；Wako Pure Chemical; Osaka, Japan）または、CP-154526（Pfizer; New York, NY）を

10mg/kg または 30mg/kg の割合で腹腔内投与した。提示溶液の提示および、性行動観察に

関しては実験２と同様の方法で行われた。 

 供試動物群を、提示されるサンプルと CP-154526 の濃度により無作為に４群に分けた。すな
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わち、コントロール−CP 0mg/kg 群 (n=9)、フェロモン−CP 0mg/kg 群 (n=9)、フェロモン−CP 

10mg/kg群 (n=9)、およびフェロモン−CP 30mg/kg群 (n=9)である。 

 

 

2-2-6 性行動指標解析 

 

 本研究では、性行動試験期間中に観察された最初の 2 回の copulation period における性

行動を解析した。オスラットの性行動として、マウント潜時、挿入潜時（メスラットがオスラットのホ

ームケージに導入されてからマウントおよび挿入が起こるまでの時間）、射精潜時（オスラットが

最初に挿入してから射精するまでの時間）、マウント数、挿入数（1 回の射精に必要なマウント

および挿入の回数）を記録した。メスラットの性行動は、ロードシス数を記録した。また、darts 

and hops数と solicitaion数については最初の 15分間のみ記録した。これらに加えて、Hit rate

（挿入数をマウント数+挿入数で割った値）、射精後不応期の持続時間、ロードシス商（ロード

シス数をマウント数+挿入数で割った値）を計算した。 

 

 

2-2-7 統計解析 

 

 全ての統計解析は有意水準を 5％とした。実験１と実験 2 の結果は one-way analysis of 

variance (ANOVA)により、また実験３の結果は、ANOVA による解析の後に、Dunnett’s post 

hoc testによる解析を行った。 

 

 

2-3 結果 

2-3-1 実験 1；警報フェロモンを性行動試験期間中に提示した際の性行動試験 

 

 第 1 copulation periodにおいて、警報フェロモンはマウント数を増加させ[F(1,17) = 7.38, p < 

0.05]、Hit rateを低下させ[F(1,17) = 5.68, p < 0.05]、射精潜時を延長させた[F(1,17) = 6.85, p 

< 0.05](図 2-1、および表 2-1)。警報フェロモンが変化を与えなかった指標に関しては、表 2-1、

および表 2-2にまとめた。第 2 copulation periodにおいて、警報フェロモンは全ての性行動指

標に変化を与えなかった(図 2-1、および表 2-1)。 

 

 

2-3-2 実験 2；警報フェロモンを性行動試験前のオスラットもしくはメスラットに提示した際の性

行動試験 
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 オスラットのみに警報フェロモンを提示した際には、第 1 copulation periodにおいてオスラット

のマウント数が増加し[F(1,16) = 16.52, p < 0.001]、Hit rateが有意に低下した[F(1,16) = 15.05, 

p < 0.01](図2-2、および表2-3)。警報フェロモンが変化を与えなかった指標に関しては、図2-2、

および表 2-3、表 2-4にまとめた。第 2 copulation periodにおいて、警報フェロモンは全ての性

行動指標に変化を与えなかった(図 2-2、および表 2-3)。 

 メスラットのみに警報フェロモンを提示した際には、第 1 copulation period においても第 2 

copulation period においても、オス、メス両方の性行動指標は変化しなかった(図 2-2、および

表 2-4、表 2-5)。 

 

 

2-3-3 実験 3；警報フェロモンによる性行動抑制に対する CRH受容体拮抗阻害薬の影響 

 

 第 1 copulation periodにおいて、警報フェロモンおよび CP-154526は、オスラットのマウント

数[F(3,35) = 2.95, p < 0.05]、Hit rate[F(3,35) = 3.26, p < 0.01]、射精潜時[F(3,35) = 3.26, p < 

0.05]および射精後の不応期 F(3,35) = 4.20, p < 0.05]に変化を与えた(図 2-3、および表 2-6)。

警報フェロモンおよび CP-154526が変化を与えなかった指標に関しては表 2-6、および表 2-7

にまとめた。Post hoc test より、警報フェロモンはオスラットのマウント数を増加させ(p < 0.05)、

Hit rateを低下させること(p < 0.01)が示唆された(図 2-3)。CP-154526の事前投与はこれらの警

報フェロモン効果を緩和した。同時に、高用量のCP-154526(30 mg/kg)は、射精後の不応期を

延長させた(p < 0.05)(表 2-6)。第 2 copulation period において、警報フェロモンおよび

CP-154526は、オスラットのマウント数[F(3,35) = 3.36, p < 0.05]、Hit rate[F(3,35) = 2.97, p < 

0.05]、および射精後の不応期[F(3,35) = 3.28, p < 0.05]に変化を与えた(図 2-3、および表 2-6)。

警報フェロモンおよび CP-154526が変化を与えなかった指標に関しては図 2-3、および表 2-6

にまとめた。Post hoc test より、第 2 copulation periodにおいても警報フェロモンはオスラットの

マウント数を増加させ(p < 0.05)、Hit rate を低下させること(p < 0.05)が示唆された(表 2-6)。

CP-154526 の事前投与はこれらの警報フェロモン効果を緩和した。また、第 2 copulation 

periodにおいて、低用量(10 mg/kg) (p < 0.05)、および高用量(30 mg/kg)の CP-154526(p < 

0.05)は、射精後の不応期を延長した(表 2-6)。 

 

 

2-4 考察 

 

 警報フェロモンを性行動試験全般にわたり、オスラット、メスラット両方に提示することで、オス

ラットのマウント数の増加、Hit rateの低下、射精潜時の延長といった変化を引き起こした（実験

1）。これらの結果は、警報フェロモンがオスラットの性行動に変化を与えることを示唆している。

警報フェロモンを性行動前のオスラットのみに提示した際にも同様の変化が引き起こされたこ
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とから（実験 2）、警報フェロモンはオスラットに作用することでオスラットの性行動を変化させる

ことが示唆された。これらに加えて、CRH の受容体拮抗薬である CP-154526 の事前投与が警

報フェロモンによる性行動変化を緩和することが明らかとなった（実験3）。この結果は、CRHが

警報フェロモンによる性行動変化において重要な役割を果たしていることを示唆している。以

上の結果より、警報フェロモンがCRHの分泌を促し、このCRHがオスラットの性行動指標を変

化させることが示唆された。 

 性行動の主目的は射精であり、この射精は挿入を繰り返すことで達成されるため、ある性行

動の変化を促進か抑制か見極める際には、これらの性行動指標がもっとも大切な判断基準と

なる。しかしながら、本実験では射精潜時や挿入回数といった指標が実験 1から 3 までを通し

て変化していないため、現時点ではマウント数と Hit rate の行動変化を通して、警報フェロモ

ンによる性行動指標の変化が促進方向への変化なのか抑制方向への変化なのかを判断しな

ければならない。マウント数と Hit rate は性行動のうちで、勃起の程度について計測する指標

であり、マウント数の増加と Hit rate の低下は、勃起の抑制を示している。これに加えて、警報

フェロモンによる性行動指標の変化がCRH依存的であるという本研究の結果から、警報フェロ

モンにより引き起こされた性行動の変化は、抑制的な変化であると推察される。一般的にオス

ラットにおいて、CRH の活性化は性行動の抑制をもたらすと考えられている。たとえば、CRH

を脳室内に投与した際には、マウント数の増加とともに挿入数の増加が報告されており

(Sirinathsinghji, 1987)、CRH が性行動に対して抑制的な神経伝達物質であることが示唆され

る。これに加えて、部分水浸やフットショック、拘束といったストレスは、血漿中のコルチコステロ

ン値の上昇から判断されるようにCRHの分泌を促すとともに、射精潜時の延長を伴いながらマ

ウント数の増加と Hit rate の低下を引き起こすことが知られており(Retana-Marquez, 2009; 

Retana-Marquez, 2003)、CRH の分泌が性行動を抑制的に変化させるという考えを支持するも

のである。以上より、警報フェロモンがオスラットの性行動を抑制したと考えることができる。実

験 1において射精潜時の延長が観察されたことも、この仮説を支持する結果である。 

 本実験のもう一点の重要な発見は、警報フェロモンがメスラットの性行動に影響を与えなかっ

たことである。考えられる可能性は、血中の高濃度のエストロゲンとプロゲステロンの作用がフ

ェロモン効果を上回ったという可能性である。本研究では、全てのメスラットは発情前期であり、

この周期のメスラットは他の周期のメスラットに比べて血中のエストロゲンおよびプロゲステロン

濃度が高くなっている。このエストロゲンとプロゲステロンは、CRH の分泌に対して抑制的な作

用を持つ。例えば、卵巣除去メスラットへのエストロゲンの投与は、PVN における CRH の

mRNAの発現を減少させ(Paulmyer-Lacroix, 1996)、フットショックにより引き起こされたPVNに

おける c-Fos 蛋白質発現の増加を緩和する(Gerrits, 2005)。行動指標を観察する実験におい

ても、その作用は確認されており、エストロゲンとプロゲステロンの皮下投与は CRH の脳室内

投与により引き起こされた聴覚性驚愕反射の亢進を緩和する(Toufexis, 2004)。また、拘束スト

レスは CRHの mRNA発現を増加させるとともに PVNにおける c-Fos蛋白質発現を増加させ

る作用を持つことが知られており、エストロゲンとプロゲステロンの皮下投与は、この拘束ストレ
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スにより引き起こされたメスラットの性行動抑制を緩和するといった報告も存在する(Imaki, 

1995; White, 2004)。以上より、高濃度のエストロゲンおよびプロゲステロンが警報フェロモンに

よるCRHの分泌を阻害したために、発情前期のメスラットが警報フェロモンに反応しなかったと

考えられる。 

 本章の実験に関して以下の可能性については除外することができない。第一点目としては、

メスラットがオスラットにより産生された警報フェロモンに対する感受性を持っていないという可

能性である。しかしながら私たちの研究室で予備実験をおこなったところ、警報フェロモンを提

示された卵巣除去メスラットが変形オープンフィールド試験において、防御行動やリスクアセス

メント行動の増加を示したことから、この可能性は低いと考えられる。二点目としては、警報フェ

ロモンによるメスラットの性行動変化を私たちが見逃した可能性である。しかしながら、一般的

に用いられるメスラットの性行動指標のほとんどが警報フェロモンによって変化させられなかっ

たことから、警報フェロモンがメスラットの性行動に対する修飾作用を持たないことが示唆され

る。 

 実験 3 では、CP-154526 の投与が予想外にも射精後の不応期を延長させたが、この原因は

不明である。CRH の脳室内投与により、射精後の不応期は影響をうけなかったという報告があ

る一方で(Sirinathsinghji, 1987)、反対に血漿中のコルチコステロン値を上昇させるいくつかの

ストレスが射精後の不応期を延長したという報告も存在することから(Retana-Marquez, 2009; 

Retana-Marquez, 2003)、射精後の不応期は CRH系とは無関係であると予想される。これに加

えて、私たちの知る限り CP-154526 のオスラットの性行動への影響を観察したのはこの実験が

初めてであるため、射精後の不応期の延長が CP-154526 により常に引き起こされる作用であ

るのか、それとも今回の実験特有のものであるのかは不明である。そのため、本研究で

CP-154526 の投与がなぜ射精後の不応期を延長させたのかを明らかにするために、さらなる

実験が必要となる。 

  

 

2-5 小括 

 

 本章では、警報フェロモンがラットの性行動に与える影響について検討した。性行動試験期

間中全般にわたる警報フェロモンの提示が、オスラットのみの性行動を抑制したことから、警報

フェロモンにはオスラットの性行動を抑制する作用があることが示唆された。次に、この性行動

抑制作用が、警報フェロモンをオスラットに提示した場合にのみ再現され、メスラットに提示し

た時には再現されなかったことから、警報フェロモンはオスラットに作用していることが示唆され

た。また、この警報フェロモンの性行動抑制作用が CRH 受容体拮抗阻害薬により阻害された

ことから、警報フェロモンは CRHの分泌を介して性行動を抑制していることが示唆された。 
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(MEAN±SEM ＊: p<0.05)

オス、メス両方に提示
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表 2-1 

警報フェロモン(Pheromone)、または対照臭(Control)をラットのペアに性行動試験の間提示した際のオスラット

の性行動指標およびメスラットのロードシス商 (実験１)。 

  1st. copulation period  2nd.copulation period 

  Control 

(n=9) 

 Pheromone 

(n=10) 
 

Control 

(n=9) 
 

Pheromone 

(n=10) 

マウント数  3.9 ± 0.8  12.1 ± 2.8*  5.3 ± 2.4  6.7 ± 2.0 

 挿入数  19.6 ± 1.9  23.7 ± 2.0   18.3 ± 3.9  12 ± 1.1 

射精後の不応期  431 ± 18  401 ± 8   506 ± 25  478 ± 12 

マウント潜時  75 ± 27  61 ± 18        ―a.       ―a. 

挿入潜時  75 ± 27  64 ± 18        ―a.       ―a. 

射精潜時  628 ± 77  887 ± 64*  369 ± 113  274 ± 36 

Hit rate  0.84 ± 0.03  0.68 ± 0.06*  0.82 ± 0.05  0.70 ± 0.08 

ロードシス商  0.950 ± 0.028  0.943 ± 0.020  0.956 ± 0.020  0.963 ± 0.024 

結果は平均値±標準誤差で示した。 

*: p<0.05 

a.; 分析不能。  
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表 2-2 

警報フェロモン(Pheromone)、または対照臭(Control)をラットのペ

アに性行動試験の間提示した際のメスラットの性行動開始後 15

分間における性行動指標 (実験１)。 

Pair of rats was exposed to the pheromone 

 Control (n=9)  Pheromone (n=10) 

Darts and Hops 数 100.2 ± 8.0  97.9 ± 6.5 

Solicitations 数 12.8 ± 2.1  14.0 ± 2.3 

結果は平均値±標準誤差で示した。 
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表 2-3 

警報フェロモン(Pheromone)、または対照臭(Control)を性行動の前のオスラットのみに提示した際のオスラッ

トの性行動指標およびメスラットのロードシス商 (実験 2)。 

   1st. copulation period  2nd.copulation period 

  Control  

(n=9) 

 Pheromone 

(n=9) 

 Control 

 (n=9) 

 Pheromone 

(n=9) 

マウント数  3.0 ± 1.1  13.9 ± 2.4*  2.9 ± 1.4  10.3 ± 3.5 

 挿入数  21.4 ± 2.4  27.6 ± 2.0   10.1 ± 1.1  14.3 ± 3.1 

射精後の不応期  395 ± 3  383 ± 18   467 ± 17  475 ± 21 

マウント潜時  109 ± 42  50 ± 15   ―a.  ―a. 

挿入潜時  117 ± 43  67 ± 17   ―a.  ―a. 

射精潜時  752 ± 126  897 ± 120   182 ± 26  289 ± 43 

Hit rate  0.90 ± 0.04  0.69 ± 0.04   0.85 ± 0.07  0.66 ± 0.08 

ロードシス商  0.946 ± 0.019  0.951 ± 0.012*  0.981 ± 0.010  0.947 ± 0.029 

結果は平均値±標準誤差で示した。 

*: p<0.05 

a.; 分析不能。  
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表 2-4 

警報フェロモン(Pheromone)、または対照臭(Control)を性行動前のオスラット、またはメスラットのみに提示し

た際のメスラットの性行動開始後 15分間における性行動指標 (実験 2)。 

 Male was exposed to the pheromone Female was exposed to the pheromone 

  Control  

(n=9) 

 Pheromone 

(n=9) 

 Control  

(n=9) 

 Pheromone  

(n=9) 

Darts and Hops 数  99.7 ± 9.4  93.2 ± 9.0  77.9 ± 6.4  96.6 ± 8.9 

Solicitations 数  10.9 ± 2.0  11.1 ± 1.4  9.0 ± 1.7  7.3 ± 1.4 

結果は平均値±標準誤差で示した。 
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表 2-5 

警報フェロモン(Pheromone)、または対照臭(Control)を性行動前のメスラットのみに提示した際のオスラットの性

行動指標およびメスラットのロードシス商(実験 2)。 

  1st. copulation period  2nd.copulation period 

  Control  

(n=9) 

 Pheromone 

(n=9) 

 Control  

(n=9) 

 Pheromone  

(n=9) 

マウント数  6.7 ± 3.0  10.1 ± 2.4  5.7 ± 1.5  8.1 ± 2.6 

 挿入数  17.3 ± 2.3  23.3 ± 2.3  11.2 ± 2.2  8.8 ± 1.2 

射精後の不応期  405 ± 9  428 ± 16  501 ± 12  515 ± 15 

マウント潜時  33 ± 9  47 ± 11  ―a.  ―a. 

挿入潜時  117 ± 56  60 ± 14  ―a.  ―a. 

射精潜時  695 ± 114  754 ± 115  239 ± 29  203 ± 28 

Hit rate  0.78 ± 0.05  0.72 ± 0.04  0.70 ± 0.07  0.59 ± 0.07 

ロードシス商  0.989 ± 0.007  0.986 ± 0.008  0.983 ± 0.008  0.952 ± 0.027 

結果は平均値±標準誤差で示した。 

a.; 分析不能。  
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表 2-6 

CP154-526 を事前投与し、警報フェロモン(Pheromone)、または対照臭(Control)を性行動前のオスラットのみに提

示した際のオスラットの性行動指標およびメスラットのロードシス商(実験 3)。 

CP154-526投与量   0 mg/kg  0 mg/kg  10 mg/kg  30 mg/kg 

  Control  

(n=9) 

 Pheromone 

(n=10) 

 Pheromone 

(n=12) 

 Pheromone 

(n=8) 

マウント数 
1st 2.4 ± 0.4  11.5 ± 4.1*  6.4 ± 1.5  3.1 ± 1.3 

2nd 1.7 ± 0.5  6.9 ± 1.9*  11.2 ± 0.6  11.1 ± 1.6 

挿入数 
1st 20.3 ± 2.4  15.9 ± 1.4  20.8 ± 1.8  15.3 ± 2.4 

2nd 10.2 ± 0.8  8.7 ± 1.2  11.2 ± 1.1  11.1 ± 1.1 

射精後の不応期 
1st 417 ± 13  408  ± 12  445  ± 14  480 ± 21 * 

2nd 481 ± 8  507  ± 16  528  ± 11*  537 ± 15 * 

マウント潜時 
1st 142 ± 64  32  ± 5  202  ± 70  47 ± 10 

2nd ―a.  ―a.  ―a.  ―a. 

挿入潜時 
1st 164 ± 83  39  ± 9  214  ± 72  52 ± 9 

2nd ―a.  ―a.  ―a.  ―a. 

射精潜時 
1st 739 ± 104  624 ± 65  971 ± 95  601 ± 131 

2nd 167 ± 19  196 ± 25  232 ± 23  266 ± 30 

Hit rate 
1st 0.90 ± 0.02  0.65 ± 0.06*  0.79 ± 0.04  0.85 ± 0.05 

2nd 0.86 ± 0.04  0.64 ± 0.08*  0.77 ± 0.02  0.70 ± 0.07 

ロードシス商 
1st 0.980 ± 0.012  0.964 ± 0.020  0.985 ± 0.007  0.988 ± 0.012 

2nd 0.991 ± 0.009  0.944 ± 0.028  0.941 ± 0.023  0.956 ± 0.024 

結果は平均値±標準誤差で示した。 

* p < 0.05 （Control群と比較） 

a.; 分析不能。  
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表 2-7 

実験 3におけるメスラットの性行動開始後 15分間における性行動指標。 

CP154-526投与量  0 mg/kg  0 mg/kg  10 mg/kg  30 mg/kg 

  Control  

(n=9) 

 Pheromone 

(n=10) 

 Pheromone 

(n=12) 

 Pheromone  

(n=8) 

Darts and Hops 数  90.3 ± 9.7  84.2 ± 8.9  82.4 ± 3.9  104.6 ± 10.7 

Solicitations 数  12.9 ± 1.4  10.4 ± 1.1  13.3 ± 1.4  15.0 ± 1.6 

結果は平均値±標準誤差で示した。 
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第 3章 警報フェロモンの性行動抑制に関与する神経核の探索 
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3-1 緒言  

  

 これまでに性行動の発現に関する様々な研究が進められてきたのと並行して、性行動の抑

制に関する研究も進められてきた。多くの研究においては、げっ歯類に様々なタイプのストレ

スを負荷するモデルが用いられている。例えば、2 時間の拘束ストレスは、オスラットの挿入潜

時を延長し、射精に要するマウント数を増加させ、Hit rate を低下させた(Retana-Marquez, 

1996)。これに対して、部分水浸はマウント潜時、挿入潜時、射精潜時、射精後不応期を延長

させ、マウント数を増加させるとともに、Hit rate を低下させた(Retana-Marquez, 1996)。また、2

時間の他個体との供飼育や 3時間の傾いたケージでの飼育、18時間の水および給餌停止を

含む、いくつかの断続的なストレスからなる慢性軽度ストレス負荷処置(chronic mild stress 

procedure) は、挿入潜時、射精潜時を延長させ、射精数を減少させた(Gronli, 2005)。こういっ

た性行動の変化はストレスの種類によってその表現型が異なるため、脳内にはいくつかの性

行動調整システムが存在し、ストレッサーのタイプにより活性化されるシステムが採択されてい

ることが推察される(Bancroft, 1999; Hull, 2002; van Furth, 1995)。 

 先行研究で、警報フェロモンは、提示されたオスラットの PVNに c-Fos 蛋白質の発現を増加

させたことから、ストレッサーの一種であることが示唆されている(Kiyokawa, 2005)。しかしなが

ら、PVN においてどういった種類の神経細胞が活性化しているのかは明らかでない。また、第

2章において CP-154526の事前投与が警報フェロモンによる性行動抑制を阻害したことから、

このフェロモン効果は中枢の CRH 受容体を介していることが明らかとなった。しかしながら、こ

の性行動抑制を司る神経メカニズムについては未だ明らかとなっていない。 

 第 3章では、警報フェロモンを提示されたオスラットの 22か所の神経核について(図 3-1)、特

に nPGi に焦点をあて、c-Fos 蛋白質の発現を観察した。先行研究により、この神経核が勃起

や射精といった性的反射を強力に抑制する神経核であることや(Coolen, 2004; Hull, 2007; 

Johnson, 2006)、nPGiの除去が、オスラットのマウント数を減少させ、Hit rateを上昇させるという、

警報フェロモンとは逆の作用を示したという結果が示されている(Yells, 1992)。以上の知見を踏

まえて、警報フェロモンによる性行動抑制には nPGi とそれに関連する神経核が重要な役割を

果たしているという仮説を立てた。これに加えて、PVN を c-Fos 蛋白質および CRH で二重染

色することで、警報フェロモンにより活性化される神経細胞の種類を明らかにすることとした。 

 

 

3-2材料と方法 

 

3-2-1 実験動物 

 

 実験にはWistar Imamichi系ラット（オス 19頭、メス 19頭）を供試した。オス個体は 7.5週齢、

メス個体は 8.5週齢の時点で動物繁殖研究所より購入した。動物の搬入後はそれぞれ 2頭ず
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つアクリル製の飼育ケージ（440W×280D×180H mm）にて飼育した。すべての動物は温度

（24±1℃）、相対湿度（45±5％）、と明暗周期（明期：8:00~20:00、暗期：20:00~8:00）が管理さ

れた飼育室内において維持した。餌と水は自由摂取とした。メスラットの膣スメアを 1 週間にわ

たって観察し、メスラットが発情前期の日に実験に供試した。 

 

 

3-2-2 提示溶液の作製 

 

 警報フェロモン溶液は第 2章の実験と同様の方法で作製した。オスのWistar Imamichi ラット

(12~18 週齢)を警報フェロモンのドナーとして用いた。ドナーラットにペントバルビタールを

（Somnopentyl；MERCK Animal Health, Boxmeer, Netherlands）50ml/kgの用量で腹腔内投与

することで麻酔し、電気刺激用の電極として注射針（27G）を肛門周囲に取り付けた。その後、

あらかじめ天井に純水(5mℓ)を噴霧したアクリルボックス(200×200×100mm)に麻酔下のドナ

ーを 5分間導入し、注射針を通じて 15回の電気刺激（10V 1秒間）を 20秒間隔で肛門周囲

に与えることで、警報フェロモンを分泌させた。刺激後ドナーをアクリルボックスから取り出し、

天井の水滴をポリプロピレン製のコニカルチューブに回収し、4℃にて当日行う性行動試験ま

で保存した。同様にして、ドナーの頸部を刺激した後に回収した溶液は、同じようににおいを

含むと考えられるものの、被験動物にストレス反応を引き起こさないことが知られているため、

対照水として用いた。提示溶液作製に用いたアクリルボックスは、毎回使用前にお湯と洗剤を

用いて洗浄し、ペーパータオルにて水滴を完全に拭き取った。 

 

 

3-2-3 性行動観察 

 

 すべての個体に対し、実験前 2 日間にわたり、5 分間ずつハンドリングを行った。また、実験

前日にオスラットを新たな飼育ケージに移して個飼いにし、その後実験室および、実験器具へ

の馴化を 30分間おこなった。メスラットも同様にして実験室への馴化を 30分間行った。 

 性行動試験は、オスラットの飼育ケージ内にて赤色灯下で行われた。実験当日の 18:00に被

験動物を実験室にケージごと移動し、暗期となる20:00に赤色灯を点灯するとともに、ケージの

天井を事前にアクリル板に空気穴をあけることで作製した天井に取り替えた。約 30 分の馴化

期間をおいた後、提示溶液（水、警報フェロモン溶液）を 750μℓ含ませた濾紙 2枚を 2枚のア

クリル板(120×60mm、厚さ 3m)に挟んで提示を行った。このアクリル板の片方には直径 9mm

の穴が 18か所あけられており、供試個体がこの穴を通して濾紙に接することが可能となってい

る。このアクリル板をオスラットのホームケージに導入し、5 分間のサンプル提示を行った。サン

プルを提示後、提示溶液をアクリル板ごと取り除き、メスラットをオスラットのホームケージに導

入することで、60 分間の性行動試験を行った。試験期間中の性行動はケージ上方よりビデオ
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カメラを用いて撮影し、後日解析を行った。 

 供試動物群を提示するサンプルにより無作為にコントロール群(n=9)およびフェロモン群

(n=10)の２グループに分けた。 

 

 

3-2-4 免疫組織化学 

 

 最初の射精から 60 分後に、オスラットをペントバルビタール（Somnopentyl；MERCK Animal 

Health, Boxmeer, Netherlands）による深麻酔下にて生理食塩水に続く 4％パラホルムアルデヒ

ド・リン酸緩衝液を用いて全身潅流固定を行った。採材した脳を前述の固定液に一晩浸漬固

定した後、30％スクロース・リン酸溶液に浸漬した。その後、脳を凍結させ、クライオスタットを用

いて厚さ 25μmの切片を各 6枚ずつ作製した。2,5枚目の切片を神経核の位置を確認するた

めにCresyl Violetで染色した。また、残りの切片を0.3％過酸化水素・リン酸緩衝生理食塩水と

30分間反応させることで、内因性ペルオキシダーゼを失活させた後、30分間ブロッキングを行

い、c-Fos 蛋白質に対する一次抗体(PC38; Darmstad, Germany; 7500倍希釈)と 65時間反応

させた。その後、二次抗体であるビオチン化抗ウサギ IgG抗体(VECTASTAIN Elite ABC kit; 

Vector Laboratories, Burlingame, CA)およびアビジン－ビオジン化複合体とそれぞれ 2時間反

応させた後、3,3’-ジアミベンジジン(DAB)およびニッケルを用いて強く発色させた。染色した切

片のうち、PVNを含まないものをスライドグラスに張り付けた後、脱水封入した。 

 その後、PVN を含む切片はさらに CRH に対する一次抗体(AB-02; Advanced Targeting 

Systems, San Diego, CA; 300倍希釈)と 18時間反応させた。さらに、二次抗体であるビオチン

化抗ウサギ IgG抗体(VECTASTAIN Elite ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA)およ

びアビジン－ビオジン化複合体とそれぞれ 2 時間反応させた後、今度はニッケルを含ませな

い 3,3’-ジアミベンジジン(DAB)により弱く発色させた。染色した切片をスライドグラスに張り付け

た後、脱水封入した。 

 

 

3-2-5 CRHおよび c-Fos蛋白質の発現解析 

 

 22か所の神経核(図 3-1）おいて、それぞれ 4枚の切片をデジタルカメラ(DP30W; Olympus, 

Tokyo, Japan)を備え付けた顕微鏡を用いて撮影した。それぞれの領域において 0.5mm 四方

内の c-Fos 蛋白質の発現数を脳切片の両側で計測した。中脳中心灰白質 (PAG; 

Periaqueductal gray)背外側部(dlPAG; Dorsolateral periaqueductal gray)および淡蒼縫線核に

関しては、これらの神経核が正中上に存在するために両側で計測することはできなかったため、

正中上で計測した。また、同様に PVN についてはデジタルカメラ(MP5Mc; Olympus, Tokyo, 

Japan)を備え付けた顕微鏡により 4枚の切片を撮影し、0.5mm四方内のCRH発現細胞数およ
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び、CRH と c-Fos蛋白質両方を発現した細胞数を計測した。 

 

 

3-2-6 性行動指標の解析 

 

 本研究では、性行動試験期間中に観察された最初の copulation period における性行動を

解析した。雄性被験動物の性行動として、マウント潜時、挿入潜時（メス個体がオス個体のホ

ームケージに導入されてからマウントおよび挿入が起こるまでの時間）、射精潜時（オス個体が

最初に挿入してから射精するまでの時間）、マウント数、挿入数（1 回の射精に必要なマウント

および挿入の回数）を記録した。これらに加えて、Hit rate（挿入数をマウント数+挿入数で割っ

た値）、および射精後不応期の持続時間を計算した。 

 

 

3-2-7 統計解析 

 

 全ての統計解析は有意水準を 5％とした。行動実験と免疫染色に関する全ての数値は

one-way analysis of variance (ANOVA)により解析した。 

 

 

3-3 結果 

 

3-3-1 警報フェロモン提示の性行動への影響 

 

 警報フェロモンにより、マウント数の増加[F(1,17) = 6.41, p < 0.05]、および Hit rateの低下

[F(1,17) = 11.3, p < 0.01]が観察された(図 3-2)。 警報フェロモンが影響を与えなかった性行

動指標に関しては表 3-1にまとめた。 

 

 

3-3-2 警報フェロモン提示の PVNへの影響 

 

 警報フェロモンにより、抗 c-Fos 蛋白質抗体および抗 CRH 抗体両方に標識される細胞数が

有意に増加していることが明らかとなった[F(1,17) = 15.7, p < 0.05](図 3-3、図 3-4、および表

3-3)。これに対し、CRH抗体に標識される細胞数には変化を認めなかった。 
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3-3-3 警報フェロモン提示の他の神経核への影響 

 

 各神経核において、c-Fos蛋白質の発現の様子を、表 3-2にまとめた。前脳および視床下部

においては、警報フェロモンは、分界条床核場内側部吻側(BNSTam; Bed nucleus of stria 

terminalis, anterior division medial group)[F(1,17) = 7.92, p < 0.05]、分界条床核外側部吻側

(BNSTal; Bed nucleus of stria terminalis, anterior division lateral group)[F(1,17) = 6.81, p < 

0.05]、分界条床核尾側(BNSTp; Bed nucleus of stria terminalis, posterior division)[F(1,17) = 

5.48, p < 0.05]の c-Fos蛋白質の発現を増加させた(図 3-5)。扁桃体においては、警報フェロモ

ンにより、MeA[F(1,17) = 14.65, p < 0.05]および扁桃体外側基底核 (BLA; Basolateral 

amygdala)[F(1,17) = 8.13, p < 0.05]における c-Fos蛋白質の発現が増加することが明らかとな

った(図 3-6)。脳幹においては、警報フェロモンにより、nPGiの c-Fos蛋白質発現が増加するこ

とが明らかとなった[F(1,17) = 7.08, p < 0.05] (図 3-7)。 

 

 

3-4 考察 

 

 性行動試験前にオスラットに警報フェロモンを提示した際には、第 2 章で観察された結果と

同様に、マウント数が増加し、Hit rate が低下した。同時に、警報フェロモンを提示した個体で

は、PVN における抗 c-Fos 蛋白質抗体と抗 CRH 抗体とで二重染色された細胞の数が増加し

ていた。これに加えて、BNSTam、BNSTal、BNSTp、MeA、BLA、nPGiの c-Fos蛋白質の発現

が増加していることが明らかとなった。CRH の受容体拮抗薬が警報フェロモンの性行動への

影響を阻害した第 2 章の実験結果を考え合わせると、警報フェロモンによる性行動抑制には

以下のような神経メカニズムが関わっていることが予測される。オスラットが警報フェロモンに曝

露されると、PVNの CRH 含有細胞が刺激されて HPA軸が活性化される。それと同時に、ラッ

トは脳内にCRHを分泌し、間接的に nPGiを活性化させる。その結果、性行動の際にはマウン

ト数が増加し、Hit rateが低下する。 

私たちの研究室の先行研究では、警報フェロモンを提示し、新奇環境下でストレス誘因性体

温上昇反応の増悪を引き起こしたオスラットのストレス関連神経核における c-Fos 蛋白質の発

現を観察した(Kiyokawa, 2005)。BNSTam および、BNSTal、MeA、BLA において、今回の実

験と先行研究との両方で c-Fos蛋白質の発現の増加が認められた。これらの結果は、警報フェ

ロモンが BNSTam および、BNSTal、MeA、BLA を活性化させることでストレス反応を引き起こ

すことを示唆している。これらの神経核がストレス反応の一部として性行動の抑制に関っている

可能性については後程詳細を検討する。また、MPOA、外側視床下部、視床下部腹内側核、

CeA、dlPAGにおいては、本研究においても先行研究においても c-Fos蛋白質発現の増加は

認められなかったことから、これらの神経核が警報フェロモンによる性行動抑制を含むストレス

反応に関わっていないことが示唆される。 
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 本実験では、警報フェロモンが PVN の CRH 含有細胞を活性化することが明らかとなった。

PVNは HPA軸の引き金であることが知られており(Lennard, 1993)、本実験の結果は警報フェ

ロモンがストレッサーとして作用し、HPA軸を活性化したことを示唆している。第2章で明らかに

なったように警報フェロモンは CRH を介して性行動を抑制することから、PVN由来の CRH分

泌が脳内の性行動抑制システムを活性化していると考えられる。しかしながら、PVN に加えて

BNSTや扁桃体中心核(CeA; Central amygdala)なども CRHを含有していることが知られてい

るため(Swanson, 1983)、警報フェロモンが PVN 以外の神経核から分泌された CRH を介して

性行動を抑制している可能性も否定できない。 

 本実験では、警報フェロモンによる性行動抑制を示した個体において、nPGi内のc-Fos蛋白

質発現の増加が認められた。先行研究において、nPGi を除去したオスラットではマウント数が

減少し、Hit rateが上昇したことを考え合わせると(Yells, 1992)、この nPGiにおける c-Fos蛋白

質発現の増加は、nPGi が警報フェロモンによる性行動抑制において重要な働きを担っている

ことを示唆している。しかしながら、nPGi には CRH 受容体の mRNA の発現が少ないことから

(Van Pett, 2000)、警報フェロモンによって分泌されたCRHが直接 nPGiに作用している可能性

は低いと考えられる。さらに、nPGi は鋤鼻系に含まれていないことから(von Campenhausen, 

2000)、c-Fos 蛋白質発現の増加が警報フェロモンの受容そのものに起因する可能性も低いと

考えられる。以上より、CRHは間接的に nPGiを活性化している可能性が高いと推察される。 

 本実験では、BNSTam、BNSTal、BNSTp における c-Fos 蛋白質発現の増加が認められた。

分界条床核吻側(BNSTa; Bed nucleus of stria terminalis, anterior division)はストレス反応に重

要な役割を果たしていることや(Kovacs, 1998)、BNSTp が鋤鼻系に組み込まれていることはよ

く研究されている (von Campenhausen, 2000)。これに加えて、BNSTa(Van Pett, 2000)と

BNSTp(Van Pett, 2000)は共に CRH受容体の mRNAを発現しており、BNSTpから nPGiへの

密な投射が存在しているため(Normandin, 2008)、BNSTが CRHの刺激を受け、nPGi を活性

化させる神経核となっている可能性も否定できない。このように様々な可能性が考えられるた

め、BNSTaおよび BNSTpについては、警報フェロモン効果における役割を明らかにするため

に、さらなる研究が必要であると考えられる。また、CRH の刺激を受け、かつ nPGi を活性化さ

せるメカニズムに関しても、複数の神経核が関与している可能性も否定できない。これら点に

ついては、第 4章にて改めて検討する。 

 本実験で c-Fos蛋白質発現の増加が認められたMeAは一般的なストレス反応にも(Kovacs, 

1998)鋤鼻系にも関与している(von Campenhausen, 2000)ことが知られている。先行研究より、

オス－メス間の交尾行動の際に引き起こされる c-Fos 蛋白質の発現パターンと、オス－オス間

の攻撃行動の際に引き起こされる MeA の c-Fos 蛋白質発現パターンとが一致していることが

知られており(Kollack-Walker, 1995)、さらに、オス－メス間の交尾行動の際にも(Clancy, 1984; 

Meredith, 1986)、オス－オス間の攻撃行動の際にも鋤鼻系が重要な役割を担っていることを

考え合わせると(Clancy, 1984; Stowers, 2002)、すべてのフェロモンはMeA内の同じ神経細胞

を活性化していることが示唆される。そのため本実験では、警報フェロモンに曝露されなかっ
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た対照群のMeA内のフェロモン感受性細胞も、性行動の際に受容される性フェロモンに反応

したものと推定される。結果的に、MeA は鋤鼻系の情報伝達とストレス反応の両方に関わって

いるものの、本実験における MeAの c-Fos 蛋白質発現の増加は警報フェロモンの受容による

ものではなく、ストレス反応に起因するものであると推察される。また、MeA も BNST と同様に、

CRH 受容体 mRNA を多く発現し(Van Pett, 2000)、nPGi への投射をもつ神経核であるため

(Normandin, 2008)、MeAがCRHを受容し、nPGiを活性化している可能性が存在する。しかし

ながら、CRH の MeA への微量投与は性行動に影響を与えなかったという先行研究の結果か

ら(McGregor, 1992)、CRHがMeAを活性化させることで性行動を抑制したとは考えにくいと推

察される。 

 今回の実験で、警報フェロモンは BLAにおける c-Fos蛋白質の発現を増加させた。しかしな

がら、BLA を活性化した際の性行動変化が、警報フェロモンを提示した際の性行動変化と異

なることから、BLA が警報フェロモンによる性行動抑制に関っている可能性は低いと考えられ

る。詳細は以下の通りである。c-Fos 蛋白質の発現を指標にした先行研究から、聴覚性の条件

刺激が BLAを活性化することが知られている(Funk, 2000)。また、嫌悪刺激と条件づけされた

聴覚性の条件刺激は、性行動を発現するオスラットの割合を低下させるとともに、性行動を発

現した個体においては、挿入数を減少させ、マウント潜時や挿入潜時、射精潜時を延長させ

たという報告がある(Lawrence, 1987)。こういった先行研究の結果を考え合わせると、BLAの活

性化と警報フェロモンとは違った神経伝達経路を介して性行動を抑制する可能性が高い。し

たがって、BLA はストレス反応の一部として活性化されたものの、性行動の抑制には関与して

いない可能性が高いことが推察される。 

 中脳中心灰白質腹外側部(vlPAG; ventrolataral periaqueductal gray)は、私たちの研究室の

先行研究では c-Fos蛋白質の発現が増加したのに対し(Kiyokawa, 2005)、本実験においては

その増加が認められなかった。この違いが生じた原因は、オス－メス間の社会行動が高レベ

ルの c-Fos 蛋白質発現を引き起こしたことであると考えられる。オス－メス間の社会行動は、私

たちの知る限りでは vlPAG への影響は調べられていないものの、中脳中心灰白質腹側部や

中脳中心灰白質背側部でc-Fos蛋白質発現を増加させることが知られている(Greco, 1996)。さ

らに、オス－オス間の社会行動は、vlPAGの c-Fos蛋白質発現を増加させる(Salchner, 2004)。

そのため、オス－メス間の社会行動が vlPAG における高レベルの c-Fos 蛋白質発現を引き起

こし、それが本実験で警報フェロモンにより引き起こされた c-Fos蛋白質発現の増加を見えにく

くしてしまった可能性は十分に考えられる。本研究における vlPAG の c-Fos 蛋白質発現細胞

数が先行研究のそれよりも非常に高いことも、この可能性を支持するものである。 

 社会行動に加えて、射精も様々な神経核において c-Fos 蛋白質発現が上昇することが知ら

れている。においかぎ行動や、マウント、挿入といった他の性行動に比べて、射精が性行動に

関連した神経核の c-Fos 蛋白質の発現細胞数をより多く上昇させたことが複数の先行研究で

報告されている(Coolen, 1998; Heeb, 1996)。本実験では、潅流固定の直前までメスラットと同

居させていたために、オスラットが長時間にわたり性行動を続けた可能性が考えられる。その
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ため、長時間の社会行動、および複数回の射精が、ベースとなる c-Fos 蛋白質の発現量を上

昇させてしまった可能性が高く、それが原因で警報フェロモンによる性行動の抑制に関ってい

る神経核の興奮がみえにくくなってしまった可能性があると推察される。第 4 章の実験ではこ

の点を考慮し、オスラットが射精に至る前にメスラットと引き離すことで、ベースラインとなる

c-Fos蛋白質の発現量を抑える工夫をして、さらなる解析を進めることとした。 

 第 2 章の実験により警報フェロモンが勃起を抑制していることが示唆されたが、本章の実験

結果はそれを支持するものである。本実験で活性化された nPGi は、勃起や射精反射を下降

性に強く抑制する神経核であることが知られていることから(Coolen, 2004; Hull, 2007; Johnson, 

2006)、警報フェロモンは nPGi の活性化を介して勃起を抑制したことが推察される。さらには、

警報フェロモンがPVNにおけるCRH含有細胞を活性化させることが明らかとなったが、この結

果は警報フェロモンがストレッサーであることを示唆するとともに、この仮説を支持する結果で

あると考えられる。ストレスを経験した多くの種のオス個体が勃起の抑制を経験することが知ら

れているからである(Sakamoto, 2010)。以上より、警報フェロモンはストレッサーとして作用し、

nPGiの活性化を介して勃起を抑制したと考えられる。 

 

 

3-5 小括 

 本章では、警報フェロモンの性行動抑制に関わっている神経核を探るために、免疫組織化

学的手法を用いることで、性行動に関係していることが知られる神経核を解析した。また、同時

に警報フェロモンによる性行動抑制における PVN の CRH 含有細胞の役割も検討した。その

結果、PVNでは、警報フェロモンの提示により抗 c-Fos蛋白質抗体と抗 CRH抗体とで二重染

色された細胞数が増加した。これに加えて、BNSTam、BNSTal、BNSTa、MeA、BLA、nPGi に

おいて、警報フェロモンはc-Fos蛋白質の発現を増加させることが明らかとなった。以上の結果

から、警報フェロモンは PVNからのCRH分泌を促すとともに、nPGiを含む視床下部や脳幹の

神経核を活性化させることで、性行動を抑制することが推測された。 
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図3-1、 c-Fos蛋白質発現を解析した神経核の概念図 (Paxinos ＆
Watoson, 2007を改変)。領域番号は表3-2の該当番号に示した。
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図3-2、 警報フェロモンを性行動前のオスのみに提示した際の
オスラットのマウント数およびHit rate

(MEAN±SEM ＊: p<0.05)
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表 3-1 

警報フェロモンを事前に 5分間提示した後のオスラットの性行動指標 

  Control  

(n=9) 

 Pheromone 

(n=10) 

マウント数  4.0 ± 1.3  9.4 ± 1.6* 

 挿入数  25.9 ± 2.7  20.9 ± 2.9  

射精後不応期  430 ± 10  405 ± 14  

マウント潜時  189 ± 115  121 ± 79  

挿入潜時  192 ± 117  161 ± 80  

射精潜時  819 ± 85  858 ± 90  

Hit rate  0.88 ± 0.03  0.70 ± 0.04* 

結果は平均値±標準誤差で示した。 

*: p<0.05 
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図3-3、 警報フェロモンを性行動前のオスラットのみに提示した際の
オスラットのCRH含有細胞数、c-FosおよびCRH含有細胞数

(MEAN±SEM ＊: p<0.05)
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 表 3-2 

警報フェロモンおよび対照臭に暴露されたオスラットの性行動関連神経核に

おける c-Fos蛋白質発現細胞数/ 0.25 mm
2
  

 Control (n=9)  Pheromone (n=10) 

Forebrain and hypothalamus        

1. Nucleus accumbens core 25.8 ± 4.7  33.4 ± 4.9 

2. Nucleus accumbens shell 37.9 ± 5.2  35.2 ± 3.6 

3. Bed nucleus of the stria terminalis,           
anterior division medial group 

33.1 ± 4.9  50.6 ± 3.9* 

4. Bed nucleus of the stria terminalis, 
anterior division lateral group 

21.2 ± 2.4  43.3 ± 7.7* 

5. Medial preoptic area 158.4 ± 16.9  181.2 ± 15.9 

6. Bed nucleus of the stria terminalis, 
posterior division 

15.2 ± 2.7  24.0 ± 2.6* 

7. Lateral hypothalmic area 15.0 ± 1.7  14.9 ± 1.5 

8. Ventromedial nucleus of 

hypothalamus 
6.8 ± 0.9 

 
8.7 ± 1.0 

9. Arcuate nucleus 43.3 ± 3.2  51.0 ± 5.7 

Amygdalae        

10. Medial amygdala (anterior) 32.1 ± 2.8  45.6 ± 2.2* 

11. Central amygdala 7.9 ± 1.6  11.0 ± 1.9 

12. Basolateral amygdala 21.0 ± 1.8  32.7 ± 3.5* 

13. Medial amygdala 
 (postero dorsal) 62.9 ± 9.2  58.2 ± 8.1 

14. Medial amygdala 
 (postero ventral)  48.1 ± 11.0  48.2 ± 7.0 

Thalamic nucleus        

15. Subparafascicular nucleus 29.1 ± 6.9  29.2 ± 5.7 

Brain stem        

16. Dorsomedial periaqueductal gray 12.0 ± 2.2  13.1 ± 1.6 

17. Dorsolateral periaqueductal gray 18.0 ± 2.6  22.0 ± 3.5 

18. Ventral tegmental area 4.2 ± 1.0  4.6 ± 1.1 

19. Ventrolateral periaqueductal gray 24.7 ± 3.1  28.3 ± 3.1 

20. Nucleus paragiganto cellularis 3.2 ± 0.6  6.9 ± 1.2* 

21. Raphe magnus 7.6 ± 0.9  9.8 ± 0.9 

22. Raphe pallidas 3.8 ± 0.4  3.1 ± 0.7 

結果は平均値±標準誤差で示した。* p < 0.05 (ANOVA) 
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A B C

図3-4、 頸部刺激臭(A)もしくは警報フェロモン(B)を提示した際のオスラットの室傍核
におけるc-Fos蛋白およびCRH陽性細胞の発現 (Bar=200μ m)

(B)の拡大を(C)に示した。黒矢頭はc-Fos蛋白とCRHを両方含有する細胞を示し、
白抜き矢頭はc-Fos蛋白のみ陽性の細胞を示す。(Bar=50μ m)
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図3-5、 頸部刺激臭(AおよびB)もしくは警報フェロモン(CおよびD)を提示した際の
オスラットの分界条床核吻側部(AおよびC)、および分界条床核尾側部(BおよびD)

におけるc-Fos蛋白陽性細胞の発現 (Bar=200μ m)
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図3-6、 頸部刺激臭(AおよびB)もしくは警報フェロモン(CおよびD)を提示した際の
オスラットの扁桃体内側核(AおよびC)、および扁桃体外側基底核(BおよびD)に

おけるc-Fos蛋白陽性細胞の発現 (Bar=200μ m)
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BA

図3-7、 頸部刺激臭(A)もしくは警報フェロモン(B)を提示した際のオスラットの
巨細胞性傍核におけるc-Fos蛋白陽性細胞の発現 (Bar=200μ m)
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第 4章 警報フェロモンの性行動抑制における           

オピオイドの役割の検討 
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4-1 緒言 

 

 モルヒネやメタドン(methadone)といったオピオイド系の薬物や、エンケファリンやエンドロフィ

ン、ダイノルフィンのような内因性オピオイドは、自発運動量や摂水摂餌量、免疫反応、認知

機能を含む様々な生理学的、行動学的機能に影響を及ぼすことが知られている(Vuong, 

2010)。オピオイドは性行動の調節にも関わっていることが知られており、特に低用量のオピオ

イド投与は警報フェロモンと同様の表現型でオスラットの性行動を抑制することが先行研究で

明らかになっている(van Furth, 1995)。例えば、endomorphin-1 の脳室内投与は、ラットのマウ

ント数を増加させ、射精潜時を延長し、単位時間あたりの射精数を減少させる(Parra-Gamez, 

2009)。これに加えて、メタドンの腹腔内投与はマウント数を増加させ、Hit rate を低下させる

(Murphy, 1981)。先行研究においてCRHの脳室内投与で引き起こされた性行動抑制が、オピ

オイド受容体拮抗阻害薬であるナロキソンの投与により緩和されたことから、オピオイド系もま

た CRH系の下流でこの性行動抑制に関っていることが示唆されている(Sirinathsinghji, 1987)。

実際に、オピオイド受容体拮抗阻害薬であるナルトレキソンは、血中のコルチコステロンレベル

の上昇から CRH の分泌の増加が予想される部分水浸によって引き起こされた性行動抑制を

緩和したという報告もある(Retana-Marquez, 2009)。以上より、警報フェロモンが CRHの分泌を

促す作用を持つことを考慮して、警報フェロモンによる性行動抑制には、CRH の下流で作用

するオピオイドが関与するという仮説を立てた。 

 この仮説を検討するために、ナロキソンを投与したオスラットに警報フェロモンを提示し、その

後の性行動を観察した。また、同時にオピオイドがどのように脳内で作用することで警報フェロ

モンによる性行動抑制を引き起こしているのかを明らかにするために、これらのオスラットの脳

を採取し、31か所の性行動関連神経核における c-Fos 蛋白質の発現を観察することとした(図

4-1)。特定の神経核において警報フェロモンの提示が c-Fos 蛋白質の発現量に変化を与え、

ナロキソンの投与がその変化を阻害した場合に、その神経核は性行動抑制神経経路におけ

るオピオイドの作用点より下流にある神経核であることが示唆される一方で、警報フェロモンの

提示により変化した c-Fos蛋白質の発現量がナロキソン投与による影響を受けないのであれば、

その神経核はオピオイドの作用点より上流にある神経核であるか、またはオピオイドとは無関

係に活性化された神経核であることが推測できる。 

 

 

4-2 材料と方法 

 

4-2-1 実験動物 

 

 実験にはWistar Imamichi系ラット（オス 94頭、メス 94頭）を供試した。オスラットは 7.5週齢、

メスラットは 8.5週齢の時点で動物繁殖研究所より購入した。動物の搬入後はそれぞれ 2頭ず
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つアクリル製の飼育ケージ（440W×280D×180H mm）にて飼育した。すべての動物は温度

（24±1℃）、相対湿度（45±5％）、と明暗周期（明期：8:00~20:00、暗期：20:00~8:00）が管理さ

れた飼育室内において維持した。餌と水は自由摂取とした。メスラットの膣スメアを 1 週間にわ

たって観察し、メスラットが発情前期の日に実験に供試した。 

 

 

4-2-2 提示溶液の作製 

 

 警報フェロモン溶液は私たちの研究室で確立されてきた方法で作製した (Kiyokawa, 2005; 

Kiyokawa, 2006)。オスのWistar Imamichi ラット(12~18週齢)を警報フェロモンのドナーとして

用いた。まず、アクリルボックス(200×200×100mm、厚さ 2mm)の天井に純水(5mℓ)を吹きつ

けた。ドナーラットにペントバルビタールによる麻酔（Somnopentyl；MERCK Animal Health, 

Boxmeer, Netherlands）を体重 1kg あたり 50ml の用量で腹腔内投与し、電気刺激用の電極と

して注射針（27G）を、肛門周囲に取り付けた。ラットを前述したアクリルボックスの中に 5 分間

導入し、15回の電気刺激（10V １秒間）を 20秒間隔で肛門周囲に与えた。この電気刺激によ

って、ドナーラットより警報フェロモンが分泌されることが報告されている (Kiyokawa, 2005)。そ

の後ドナーラットをアクリルボックスの中から取り出し、天井にふきつけた水滴をガラス棒を用い

て回収し、ポリプロピレン製のコニカルチューブにて 4℃で冷蔵保存して警報フェロモン溶液と

した。同様にして、ドナーの頸部を刺激した後に回収した溶液は、同じようにオスラットのにお

いを含むと考えられるものの、レシピエントとなる被験動物にストレス反応を引き起こさないこと

が知られているため、対照水として用いた。フェロモン回収用のアクリルボックスは、使用前に

お湯と洗剤で洗浄し、ペーパータオルで完全に水滴を拭き取って使用した。 

 

 

4-2-3 実験 1；警報フェロモンによる性行動抑制に対するオピオイド受容体拮抗阻害薬の効果 

 

 すべてのオスラットに対し、実験前 2日間ずつ、5分間ずつハンドリングを行った。また、実験

前日にオスラットのケージの交換を行って単飼いにし、その後 30 分間、実験室および、実験

器具への馴化をおこなった。メスラットも同様に 30分間、実験室への馴化を行った。 

 性行動観察は、実験前日から単飼にされているオスラットの飼育ケージ内にて赤色灯下で

上方からビデオ撮影する方法で行われた。実験当日の 18:00 に供試動物を行動観察室にケ

ージごと移動した。19:30 にオスラットに対して、食塩水または、ナロキソン(Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA)を 15mg/kgまたは 40mg/kgの割合で腹腔内投与した。20:00の暗期が開始

する時点で赤色灯を点灯し、単飼されているオスラットのケージの天井をアクリル板で作製し

た天井に取り替えた。20:30 頃、サンプル（対照水、警報フェロモン溶液）を 750μℓ含ませた濾

紙を 2 枚ずつオスケージの壁に貼り付ける方法で提示を行い、5 分後にメスラットを導入し、そ
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の後 60分間ビデオ撮影を実施し、後に行動を解析した。 

供試動物群を、提示するサンプルとナロキソンの濃度により無作為に４群に分けた。すなわち、

コントロール－NAL 0mg/kg 群 (n=9)、フェロモン－NAL 0mg/kg 群 (n=10)、フェロモン－

NAL 15mg/kg群 (n=11)、およびフェロモン－NAL 40mg/kg群 (n=8)である。 

 

 

4-2-4 実験 2；c-Fos 蛋白質発現を指標とした警報フェロモンによる性行動抑制におけるオピ

オイドの役割の検討 

 

 すべてのオスラットに対して、実験１と同様にハンドリング、単飼いへの移行、実験器具への

馴化を行った。 

 実験当日、19:30にオスラットに対して、食塩水または、ナロキソン(Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA)を 40mg/kgの割合で腹腔内投与した。サンプル水の提示は実験 1と同様の方法で

行った。性行動実験開始と同時に、隣室のモニターで性行動の観察を行い、オスラットが 10

回の挿入を完遂した時点でメスラットをオスラットのホームケージから取り出した。オスラットはそ

の後、免疫組織化学的実験に供試した。 

 供試動物群を、提示するサンプルとナロキソンの濃度により無作為に 3 群に分けた。すなわ

ち、コントロール－NAL 0mg/kg群 (n=9)、フェロモン－NAL 0mg/kg群 (n=10)、およびフェロ

モン－NAL 40mg/kg群 (n=10)である。 

 

 

4-2-5 免疫組織化学 

 

 実験 2において、オスラットの 10回目の挿入が完遂した時点から 60分後に、オスラットをペ

ントバルビタール（Somnopentyl；MERCK Animal Health, Boxmeer, Netherlands）による深麻酔

下にて生理食塩水に続く 4％パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液を用いて全身潅流固定を行

った。採材した脳を上述の固定液に一晩浸漬固定した後、30％スクロース・リン酸溶液に浸漬

した。その後、脳を凍結させ、クライオスタットを用いて厚さ 25μmの切片を各 6枚ずつ作製し

た。2,5枚目の切片を神経核の位置を確認するために Cresyl Violetで染色した。また、残りの

切片を 0.3％過酸化水素・リン酸緩衝生理食塩水と 30分間反応させることで、内因性ペルオキ

シダーゼを失活させた後、30 分間ブロッキングを行い、c-Fos 蛋白質に対する一次抗体

(PC38; Darmstad, Germany; 7500倍希釈)と 65時間反応させた。その後、二次抗体であるビオ

チン化抗ウサギ IgG抗体(VECTASTAIN Elite ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA)

およびアビジン－ビオジン化複合体とそれぞれ 2 時間反応させた後、3,3’-ジアミベンジジン

(DAB)およびニッケルを用いて強く発色させた。染色した切片をスライドグラスに張り付けた後、

脱水封入した。 
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4-2-6 統計解析 

 全ての統計解析は有意水準を 5％とした。実験 1 の行動実験と免疫染色に関する結果は

ANOVAにより解析した後に、Tukey-Kramer post hoc testによる解析を行った。実験 2に関す

る結果は、ANOVAにより解析した後に、検出力の高い Fisher’s PLSD testによる解析をした。 

 

4-3 結果 

 

4-3-1 実験 1；警報フェロモンによる性行動抑制に対するオピオイド受容体拮抗阻害薬の効果 

 

 警報フェロモンの提示およびナロキソンの事前投与は、オスラットのマウント数[F(3,34) = 5.49, 

p < 0.005]および Hit rate[F(3,34) = 5.37, p < 0.005]に変化を与えた(図 4-2、および表 4-1)。警

報フェロモンおよびナロキソンが変化を与えなかった指標に関しては表 4-1 にまとめた。Post 

hoc test より、警報フェロモンの提示はオスラットのマウント数を増加させ(p < 0.05)、Hit rateを

低下させること(p < 0.01)が示唆された。これらの警報フェロモン効果は、用量依存的にナロキ

ソンの事前投与により緩和された。 

 

 

4-3-2 実験 2；c-Fos 蛋白質発現を指標とした警報フェロモンによる性行動抑制におけるオピ

オイドの役割の検討における行動解析 

 

 警報フェロモンの提示およびナロキソンの事前投与は、オスラットのマウント数[F(2,22) = 5.47, 

p < 0.05]および Hit rate[F(2,22) = 5.40, p < 0.05]に変化を与えた(図 4-3、および表 4-2)。警報

フェロモンの提示およびナロキソンの事前投与が変化を与えなかった指標に関しては表4-2に

まとめた。Post hoc test より、警報フェロモンの提示はオスラットのマウント数を増加させ(p < 

0.05)、Hit rateを低下させること(p < 0.05)が示唆された。ナロキソンの事前投与は、このマウン

ト数の増加および Hit rateの低下を阻害した(図 4-3、および表 4-2)。 

 

  

4-3-3 実験 2；c-Fos 蛋白質発現を指標とした警報フェロモンによる性行動抑制におけるオピ

オイドの役割の検討における免疫組織化学 

 

 各神経核における、c-Fos 蛋白質の発現の様子を、表 4-3 にまとめた。前脳および視床下部

において、警報フェロモンの提示およびナロキソンの事前投与は、側坐核 core (NAc core; 

Nucleus accumbens core)[F(2,22) = 8.21, p < 0.005]、側坐核 shell (NAc shell; Nucleus 

accumbens shell) [F(2,22) = 6.07, p < 0.01] 、BNSTam[F(2,22) = 4.81, p < 0.05] 、
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BNSTal[F(2,22) = 12.87, p < 0.0005]、BNSTp[F(2,22) = 6.66, p < 0.01]、室傍核大細胞性領域

（magnocellular part of PVN; Magnocellular part of paraventricular nucleus of hypothalamus）

[F(2,22) = 8.09, p < 0.005]、室傍核小細胞性領域(parvocellular part of PVN; Parvocellular 

part of paraventricular nucleus of hypothalamus)[F(2,22) = 8.28, p < 0.005]、視床下部腹内側

核[F(2,22) = 5.55, p < 0.05]、および弓状核(Arc; Arcuate nucleus)[F(2,22) = 12.32, p < 0.0005]

の c-Fos蛋白質の発現を変化させた(図 4-4、および図 4-5、図 4-6)。扁桃体においては、警報

フェロモン提示およびナロキソンの事前投与により、CeA[F(2,22) = 16.03, p < 0.0001]における

c-Fos蛋白質の発現が変化することが明らかとなった。脳幹においては、dlPAG[F(2,22) = 5.53, 

p < 0.05]、vlPAG[F(2,22) = 27.96, p < 0.0001]、背側縫線核[F(2,22) = 6.11, p < 0.01]、

nPGi[F(2,22) = 21.89, p < 0.0001]の c-Fos蛋白質発現が変化した(図 4-7)。Post hoc test より、

警報フェロモンの提示は、BNSTam(p < 0.01)、BNSTal(p < 0.05)、BNSTa(p < 0.005)、

parvocellular part of PVN (p < 0.005)、Arc(p < 0.0005)、dlPAG(p < 0.01)、vlPAG(p < 0.0001)、

および nPGi(p < 0.0001)の c-Fos 蛋白質発現を増加させ、magnocellular part of PVN(p < 

0.005)の c-Fos蛋白質の発現を減少させた(図 4-5および図 4-6、図 4-7)。ナロキソンの事前投

与は、vlPAG、および nPGiの c-Fos蛋白質発現の増加を阻害し(図 4-7)、NAc core(p < 0.005)、

NAc shell(p < 0.05)、視床下部腹内側核(p < 0.01)、CeA(p < 0.001)、および背側縫線核(p < 

0.01)の c-Fos蛋白質発現を増加させた(図 4-4)。 

 

 

4-4 考察 

 

 警報フェロモンを性行動試験前にオスラットに提示することで、オスラットのマウント数の増加、

および Hit rateの低下が観察された。この性行動抑制はナロキソンの事前投与により緩和され

たことから、警報フェロモンによる性行動抑制にはオピオイド系が関与していることが示唆され

た。警報フェロモンは、性行動抑制と同時に、BNSTam、BNSTal、BNSTp、Arc、dlPAG、

vlPAG、および nPGiの c-Fos蛋白質発現を上昇させ、magnocellular part of PVNの c-Fos蛋

白質発現を低下させた。これらの神経核のうち、ナロキソンは vlPAG、nPGi、および

magnocellular part of PVNの c-Fos蛋白質発現の変化を阻害したことから、これらの神経核は

オピオイドの作用点よりも下流で活性化されていることが示唆された。これに加えて、警報フェ

ロモンは parvocellular part of PVNの c-Fos蛋白質発現を上昇させたものの、ナロキソンはこの

c-Fos 蛋白質発現の変化に影響を与えなかった。以上の結果から、警報フェロモンは CRH の

下流においてオピオイドの分泌を促すことで性行動を抑制していることが示唆された。 

 警報フェロモンによる性行動抑制効果がナロキソンの事前投与により阻害されたことから、こ

の性行動抑制にはオピオイドが関与していることが示唆された。先行研究において、マウント

数とHit rateはオピオイド系により制御されることが示唆されており、本研究の結果と一致する。

例えば、部分水浸やフットショック、新奇環境を含む様々なストレスは、共通してマウント数の上
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昇と Hit rate の低下を引き起こすが、これらの変化はオピオイドの受容体拮抗阻害薬により用

量依存的に緩和される(Pfaus, 19958; Retana-Marquez, 2009)。さらに、オピオイドの受容体作

動薬の投与はマウント数と Hit rateを変化させることが知られている(Murphy, 1981)。 

本実験では、警報フェロモンが parvocellular part of PVNの c-Fos蛋白質発現を増加させ、

ナロキソンはこの変化を阻害しなかった。PVN の CRH 性神経がこの領域に存在することや

(Swanson, 1983)、第 3章の実験で警報フェロモンは PVNの CRH性神経を活性化させたこと

を考慮すると、警報フェロモンは CRH の分泌をオピオイドの作用点よりも上流で引き起こして

いることが示唆された。これは、CRH の脳室内投与により引き起こされた性行動の抑制がナロ

キソンにより阻害されたという先行研究の結果と一致するものである(Sirinathsinghji, 1987)。以

上より、警報フェロモンは parvocellular part of PVNから CRH分泌を促し、この CRHがオピオ

イドの分泌を促すことで性行動を抑制していることが示唆された。 

 警報フェロモンによる性行動の抑制には、オピオイド受容体の中でもμ受容体が関与してい

ることが考えられる。オピオイド受容体作動薬や内因性のオピオイドは細胞膜上のκ受容体、

δ受容体、およびμ受容体ファミリーを介して受容される(Waldhoer, 2004)。これらの受容体の

性行動に対する作用は様々なオピオイド受容体のリガンドにより研究が行われている(Pfaus, 

1987; van Furth, 1995)。本研究でラットに投与したナロキソンは他の受容体よりもμ受容体へ

の親和性が高いことから、警報フェロモンはμ受容体を介して性行動を抑制したという仮説が

立てられる。先行研究において警報フェロモンの性行動抑制効果と同様の性行動抑制を引き

起こすことが明らかになっている endomorphin-1 やメタドンがμ受容体に対し高い親和性を持

つこともこの仮説を支持する(Murphy, 1981; Parra-Gamez, 2009; Raynor, 1994; Zadina, 1997)。

これに対して、他の受容体の作動薬は、性行動に対して警報フェロモンの効果とは違った作

用を示すことが示されていることから(Hughes, 1987; Leyton, 1992)、κ受容体およびδ受容体

の関与の可能性は低いと考えられる。以上より、警報フェロモンはμ受容体を介して性行動を

抑制していることが推察される。 

 本実験で、警報フェロモンによる vlPAGおよび nPGiにおける c-Fos蛋白質の発現増加がナ

ロキソンにより阻害されたことから、これらの神経核がオピオイドの作用点よりも下流で活性化さ

れたことが示唆された。先行研究で vlPAGから nPGiへは密な投射が存在し、性行動中にこの

経路が活性化されていることを示唆する実験結果が存在することから(Normandin, 2008)、警

報フェロモンは PAGを活性化することで nPGiを活性化しているという仮説が立てられる。PAG

の除去によって、nPGiの除去と同様の性行動の変化が引き起こされる別の先行研究の結果も

これを支持するものである(Clark, 1975; Yells, 1992)。以上より、警報フェロモンはオピオイド系

を活性化させ、それに続く PAG－nPGi という神経経路を活性化することで性行動を抑制する

ことが示唆された。 

 警報フェロモンは magnocellular part of PVNの c-Fos蛋白質発現を減少させ、ナロキソンが

この減少を阻害したことから、この領域がオピオイドの作用点よりも下流で抑制されていること

が示唆された。magnocellular part of PVNが脊髄に直接投射を持ち(Hosoya, 1991)、勃起に
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対して促進的な領域であることを考慮すると(Liu, 1997)、警報フェロモンはこの領域を抑制す

ることで勃起を抑制していると推察される。この推察は、警報フェロモンが勃起を抑制するとい

う、本研究の一連の行動実験の結果とも一致するものである。nPGi が腰椎に直接投射してい

ることを考慮すると(Marson, 1992)、magnocellular part of PVNの抑制は nPGiの活性化とは別

経路で勃起を抑制していると考えられる。オピオイドが抑制性の神経伝達物質であることと、先

行研究による PVN へのオピオイド投与が性行動を抑制するという結果とを考え合わせると

(Melis, 1999)、警報フェロモンはオピオイド系を活性化させることで magnocellular part of PVN

を抑制し、PAG－nPGiの神経経路とは別経路で性行動を抑制していることが示唆された。 

 Arc は警報フェロモンにより c-Fos 蛋白質の発現が上昇し、ナロキソンによりその変化を阻害

されなかった神経核の一つである。Arc がμ受容体と親和性の高いβエンドルフィンを豊富に

含む神経を持つことから(Bloom, 1978)、Arcがオピオイドの分泌源である可能性が推察される。

先行研究におけるTail pinchや捕食者臭を含むストレッサーの提示がArcにおけるβエンドル

フィンの分泌を促すという結果もこの推測を支持するものである(Sullivan, 1998; Tanapat, 

2001)。 

 本実験では、警報フェロモンが BNSTpにおける c-Fos蛋白質の発現を上昇させ、ナロキソン

はその変化を阻害しなかったことから、この領域はオピオイドの作用点よりも上流で活性化され

たことが示唆される。BNSTp は鋤鼻嗅覚系に含まれており(Halpern, 2003)、PVN へ密な投射

をもつことを考慮すると(Dong, 2001)、警報フェロモンは VNO で受容されたのちに、その情報

は BNSTを経て PVNへ伝達されることが推測される。 

 

 

4-5 小括 

 

 本章では、オピオイド受容体拮抗阻害薬であるナロキソンの全身投与と免疫組織化学的手

法を用いることで、警報フェロモンの性行動抑制におけるオピオイドの役割を検討した。警報

フェロモンの提示は BNSTam、BNSTal、BNSTp、parvocellular part of PVN、Arc、dlPAG、

vlPAG、および nPGiにおける c-Fos蛋白質の発現量を増加させ、magnocellular part of PVN

の発現量を減少させることが明らかとなった。ナロキソン投与は、これらの神経核のうち vlPAG、

nPGi、および magnocellular part of PVNにおける c-Fos蛋白質の発現量変化を阻害した。ま

た、parvocellular part of PVNにおける c-Fos蛋白質の発現量増加はナロキソン投与により阻

害されなかった。以上の結果から、警報フェロモンは、CRH 系に続いてオピオイド系を活性化

させ、その後、PAGや nPGi といった脳幹の神経核やmagnocellular part of PVN といった視床

下部の領域を制御することが示唆された。 
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図4-1、 c-Fos蛋白質発現を解析した神経核の概念図 (Paxinos ＆
Watoson, 2007を改変)。領域番号は表4-2の該当番号に示した。
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図4-2、 ナロキソンを事前に投与し、警報フェロモンを性行動前のオスラットに提示した際の
オスラットのマウント数、およびHit rate

(異なるアルファベット間において有意な差を示す)
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表 4-1 

ナロキソンを事前投与し、警報フェロモン(Pheromone)、および対照臭(Control)を性行動前のオスラットのみに提

示した際のオスラットの性行動指標。 

ナロキソン濃度   0 mg/kg  0 mg/kg  15 mg/kg  40 mg/kg 

提示サンプル  Control  

(n=9) 

 Pheromone 

(n=10) 

 Pheromone 

(n=11) 

 Pheromone 

(n=8) 

マウント数  4.6 ± 1.2  17.6 ± 4.3*  7.5 ± 2.0  5.0 ± 1.4 

挿入数  24.1 ± 3.4  23.2 ± 2.6   23.2 ± 3.1  23.0 ± 2.5 

射精後の不応期  454 ± 16  437 ± 14   460 ± 22  500 ± 47 

マウント潜時  137 ± 39  67 ± 15   129 ± 43  203 ± 71 

挿入潜時  171 ± 61  135 ± 37   153 ± 42  224 ± 68 

射精潜時  946 ± 183  916 ± 132   719 ± 90  946 ± 166 

Hit rate  0.84 ± 0.04  0.61 ± 0.05*  0.79 ± 0.05  0.83 ± 0.04 

結果は平均値±標準誤差で示した。 

*: p<0.05（Control群との比較） 
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表 4-2 

ナロキソンを事前投与し、警報フェロモン(Pheromone)、および対照臭(Control)を性行動前のオスラット

のみに提示した際のオスラットの性行動指標。 

ナロキソン濃度  0 mg/kg  0 mg/kg  40 mg/kg 

提示サンプル  Control 

 (n=8) 

 Pheromone 

(n=8) 

 Pheromone 

(n=9) 

マウント数  1.9 ± 0.6  4.4 ± 0.8*  1.4 ± 0.6 

マウント潜時  135 ± 71  179 ± 73   172 ± 64 

挿入潜時  151 ± 69  181 ± 73   311 ± 142 

10回の挿入に要した

時間 

 
425 ± 70 

 
440 ± 80  

 
506 ± 87 

Hit rate  0.86 ± 0.04  0.71 ± 0.04*  0.89 ± 0.04 

結果は平均値±標準誤差で示した。 

*: p<0.05（Control群との比較） 
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表 4-3 

ナロキソン事前投与後に警報フェロモン(Pheromone)、および対照臭(Control)に暴露されたオスラッ

トの性行動関連神経核における c-Fos蛋白質発現細胞数/ 0.25 mm
2
  

ナロキソン濃度 0 mg/kg  0 mg/kg  40 mg/kg 

提示サンプル Control (n=8)  Pheromone (n=8)  Naloxone(n=9) 

Forebrain and hypothalamus            

1. Nucleus accumbens core 31.5 ± 6.7  39.0 ± 7.6  69.2 ± 6.9 * 

2. Nucleus accumbens shell 7.4 ± 2.4  5.0 ± 1.4  15.0 ± 2.4 * 

3. Bed nucleus of the stria terminalis,           

anterior division medial group 
18.0 ± 1.4  33.2 ± 4.3 *  30.9 ± 4.3 * 

4. Bed nucleus of the stria terminalis, 

anterior division lateral group 
16.5 ± 4.5 

 
34.0 ± 4.0 * 

 
48.1 ± 4.7 * 

5. Medial preoptic area 81.9 ± 7.7  90.6 ± 6.2  88.8 ± 3.9 

6. Bed nucleus of the stria terminalis, 

posterior division 0.8 
19.9 ± 2.3  37.7 ± 5.9 *  36.3 ± 2.3 * 

7. Lateral hypothalmic area 13.9 ± 2.9  17.8 ± 2.5  19.6 ± 2.8 

8. Supraoptic nucleus 13.8 ± 3.2  13.5 ± 2.6  8.9 ± 0.9 

9. Paraventricular nucleus of hypothalamus 

 Magnocellular part 
17.4 ± 2.0  9.8 ± 1.0 *  17.9 ± 1.6 

10. Paraventricular nucleus of hypothalamus 

 Parvocellular part 
34.6 ± 3.0  51.6 ± 4.8 *  64.7 ± 6.7 * 

11. Peduncular part of lateral hypothalamus 16.1 ± 3.1  20.2 ± 2.4  25.6 ± 2.9 

12. Ventromedial nucleus of hypothalamus 8.0 ± 1.0  9.2 ± 1.4  14.4 ± 1.8 * 

13. Arcuate nucleus 9.4 ± 1.9   30.3 ± 4.7 *  34.6 ± 4.1 * 

Amygdalae            

14. Anterior cortical amygdaloid nucleus 36.5 ± 4.1  34.6 ± 5.2  34.2 ± 4.0 

15. Lateral amygdaloid nucleus 6.5 ± 1.0  6.8 ± 1.1  7.7 ± 0.5 

16. Medial amygdala (anterior) 24.0 ± 3.1  32.4 ± 3.3  31.9 ± 2.8 

17. Central amygdaloid nucleus 8.7 ± 1.3  7.6 ± 2.2  74.9 ± 15.5 * 

18. Basolateral amygdale 13.6 ± 2.0  12.3 ± 2.6  14.0 ± 2.3 

19. Medial amygdala 

 (postero dorsal) 
28.5 ± 5.8  45.6 ± 5.4  44.0 ± 5.9 

20. Medial amygdala 

 (postero ventral)  
39.0 ± 3.8  42.7 ± 2.1  40.1 ± 3.0 
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つづき 

Brain stem            

21. Dorsolateral periaqueductal gray 16.2 ± 1.6  23.6 ± 1.8 *  22.9 ± 1.7 * 

22. Lateral periaqueductal gray 16.8 ± 2.0  21.9 ± 1.6  25.8 ± 3.5 

23. Dorsal raphe 6.0 ± 0.8  6.3 ± 1.1  10.0 ± 0.8 * 

24. Ventral tegmental area 4.2 ± 0.8  4.1 ± 0.9  4.4 ± 0.7 

25. Ventrolateral periaqueductal gray 33.2 ± 2.8  71.9 ± 6.7 *  32.9 ± 2.1 

26. Dorsal raphe nucleus dorsal part 11.7 ± 1.8  11.2 ± 2.0  13.3 ± 1.6 

27. Locus coeruleus 13.3 ± 2.5  20.0 ± 3.1  15.8 ± 2.6 

28. Nucleus paragiganto cellularis 7.3 ± 0.8  21.5 ± 2.6 *  5.7 ± 0.7 

29. Raphe magnus 6.0 ± 0.8  7.0 ± 1.6  6.4 ± 1.2 

30. Raphe pallidas 4.9 ± 0.5  5.0 ± 0.4  5.5 ± 1.0 

31. Raphe obscurus 11.9 ± 2.7  12.2 ± 2.8  18.1 ± 2.1 

結果は平均値±標準誤差で示した。 

*: p<0.05（Control群との比較） 
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図4-4、生理食塩水を事前投与し、 頸部刺激臭(A-D)もしくは警報フェロモン(E-H)を

提示した際のオスラット、もしくはナロキソンを事前投与して警報フェロモンを提示し
た際(I-L)のオスラットの側坐核(A,E, およびI)、視床下部腹内側核(B,F, およびJ)、
扁桃体中心角(C,G, およびK)、および背側縫線核(D,H,およびL)におけるc-Fos蛋

白陽性細胞の発現 (Bar=200μm)
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図4-5、生理食塩水を事前投与し、 頸部刺激臭(A-D)もしくは警報フェロモン(E-H)を

提示した際のオスラット、もしくはナロキソンを事前投与して警報フェロモンを提示し
た際(I-L)のオスラットの分界条床核吻側部A,E, およびI)、分界条床核尾側部(B,F, 

およびJ)、弓状核(C,G, およびK)、および中脳中心灰白質背外側部(D,H,およびL)

におけるc-Fos蛋白陽性細胞の発現 (Bar=200μm)
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図4-6、生理食塩水を事前投与し、 頸部刺激臭(A)もしくは警報フェロモン(B)を提示
した際のオスラット、もしくはナロキソンを事前投与して警報フェロモンを提示(C)した
際のオスラットの室傍核におけるc-Fos蛋白陽性細胞の発現 (Bar=200μ m)
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図4-7、生理食塩水を事前投与し、 頸部刺激臭(A,B)もしくは警報フェロモン(C,D)を

提示した際のオスラット、もしくはナロキソンを事前投与して警報フェロモンを提示し
た際(E,F)のオスラットの中脳中心灰白質腹外側部(A,C, およびE)、および巨細胞
性傍核(B,D, およびF)におけるc-Fos蛋白陽性細胞の発現 (Bar=200μ m)
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第 5章 総合考察 
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5-1 結果の要約 

 

 本研究では、ラット警報フェロモンを研究モデルとすることで、ストレス反応が性行動を抑制

する脳内情報伝達経路を明らかにすることを目的として、警報フェロモンが性行動に及ぼす影

響について検討し、これを生物検定系とすることで関連する神経伝達物質を探索するとともに、

関連する中枢神経核の役割を探る目的で c-Fos 蛋白質の発現を観察した。本研究の成果は

図 5-1に示されるとともに以下のように要約される。 

 

1） 警報フェロモンがラットの性行動に与える影響について検討した。性行動試験期間中全般

にわたる警報フェロモンの提示が、オスラットのみの性行動を抑制したことから、警報フェロモ

ンにはオスラットの性行動を抑制する作用があることが示唆された。次に、この性行動抑制作

用が、警報フェロモンをオスラットに提示した場合にのみ再現され、メスラットに提示した時には

再現されなかったことから、警報フェロモンはオスラットに作用していることが示唆された。また、

この警報フェロモンの性行動抑制作用が CRH 受容体拮抗阻害薬により阻害されたことから、

警報フェロモンは CRHの分泌を介して性行動を抑制していることが示唆された。 

 

2) 警報フェロモンの性行動抑制に関わっている神経核を探るために、免疫組織化学的手法

を用いることで、性行動に関係していることが知られる神経核を解析した。また、同時に警報フ

ェロモンによる性行動抑制における PVN の CRH 含有細胞の役割も検討した。その結果、

PVNでは、警報フェロモンの提示により抗 c-Fos蛋白質抗体と抗 CRH抗体とで二重染色され

た細胞数が増加した。これに加えて、BNSTam、BNSTal、BNSTa、MeA、BLA、nPGiにおいて、

警報フェロモンは c-Fos蛋白質の発現を増加させることが明らかとなった。以上の結果から、警

報フェロモンは PVNからの CRH分泌を促すとともに、nPGiを含む視床下部や脳幹の神経核

を活性化させることで、性行動を抑制することが推測された。 

 

3) オピオイド受容体拮抗阻害薬であるナロキソンの全身投与と免疫組織化学的手法を用い

ることで、警報フェロモンの性行動抑制におけるオピオイドの役割を検討した。ナロキソンは警

報フェロモンによる性行動抑制効果を用量依存的に緩和した。警報フェロモンの提示は

BNSTam、BNSTal、BNSTa、parvocellular part of PVN、Arc、dlPAG、vlPAG、および nPGiに

おける c-Fos蛋白質の発現量を増加させ、magnocellular part of PVNの発現量を減少させるこ

とが明らかとなった。ナロキソン投与は、これらの神経核のうち vlPAG、nPGi、および

magnocellular part of PVN における c-Fos 蛋白質の発現量変化を阻害した。また、

parvocellular part of PVNにおける c-Fos蛋白質の発現量増加はナロキソン投与により阻害さ

れなかった。以上の結果から、警報フェロモンは、CRH 系に続いてオピオイド系を活性化させ、

その後、PAGや nPGi といった脳幹の神経核や magnocellular part of PVN といった視床下部
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の領域を制御することが示唆された。 

 

 

5-2 警報フェロモンによる性行動抑制経路 

 

 本研究結果と先行研究の結果をもとにすると、警報フェロモンによる性行動抑制神経経路と

して以下の仮説が立てられる。すなわち、警報フェロモンは VNO で受容された後、その情報

は AOB、BNST を経て parvocellular part of PVNに伝達され、CRHの分泌を促す。分泌され

た CRHは Arcに作用してオピオイドの放出を促し、その後 PAG―nPGiの神経経路を活性化

させるとともに、magnocellular part of PVNを抑制することで性行動を抑制する、という経路で

ある。 

 先行研究により、警報フェロモンは鋤鼻系を介して受容されること(Kiyokawa, 2007)、AOBを

活性化させることが明らかになっていること(Kiyokawa, 2005)、本研究において警報フェロモン

が鋤鼻系に含まれる BNST をオピオイドも作用点よりも上流で活性化したことを考慮に入れる

と、警報フェロモンはVNOで受容された後に、その情報は AOB とそれに続く BNSTに伝達さ

れると考えられる。BNST から parvocellular part of PVN へ密な投射が存在するため(Dong, 

2001)、警報フェロモンの情報は上記の鋤鼻系神経伝達経路を介して PVN に伝達され、CRH

の分泌を促すと推察される。 

 次に、PVNからArcへのCRH性の投射が存在すること(Swanson, 1983)、Arcはμ受容体に

高い親和性を持つβエンドルフィンを豊富に含む神経が存在すること(Bloom, 1978)、in vitro

の実験系においてCRH曝露がArcを含む視床下部のスライスのβエンドルフィンの分泌を促

すこと(Nikolarakis, 1986)などが先行研究により示されていることから、PVN からの Arc への

CRHの入力は Arcからのオピオイド分泌を促すと推察される。Tail pinchや捕食者臭などのス

トレッサーに暴露されたラットの Arc においてβエンドルフィンの濃度が上昇するという先行研

究の結果もこの推察を支持するものである(Marinelli, 2004)。 

 Arcからの入力経路の候補として、MPOAが挙げられる。MPOAへのオピオイド投与は性行

動を抑制することが知られており(Hughes, 1987; Matsuzaki, 1989)、ArcからMPOAへはβエ

ンドルフィン性の投射が存在する(Horvath, 1992)。この MPOA への電気刺激が PAG 内の

nPGiへ投射する神経を活性化したことが先行研究において示されている(Rizvi, 1996)。また、

MPOA内には、GABA性の介在神経が存在することを考慮すると、オピオイドがこの介在神経

を抑制することで、PAGへ投射している神経の抑制を解除して、PAG－nPGiの神経伝達経路

を活性化しているという仮説が立てられる。この仮説は、警報フェロモンが MPOA における

c-Fos蛋白質の発現を上昇させなかった本研究の結果とも一致するものである。 

 また、Arcからのオピオイド入力経路のもう一つの候補として magnocellular part of PVNが挙

げられる。この領域が性行動中に勃起を促進することや(Liu, 1997)、PVN へのメタドンの微量

投与は勃起を抑制すること(Melis, 1999)が先行研究から示唆されている。また、Arc からこの
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領域への投射が存在し(Sawchenko, 1983)、オピオイドが抑制性の神経伝達物質であることを

考え合わせると、Arcからのオピオイド分泌がmagnocellular part of PVNを抑制することで性行

動を抑制したことが考えられる。この領域からは直接オキシトシン性の投射が存在し

(Sawchenko, 1982)、このオキシトシン入力が勃起を促進していることがいくつかの研究により

示唆されていることから(Argiolas, 2005)、この領域が性行動の抑制に前述の PAG－nPGiの経

路とは別経路で関与していることが推察される。 

 

 

5-3 ストレスによる性行動抑制の共通経路 

 

5-2 で考察したように、本研究の結果から、オスラットが警報フェロモンを受容してから性行

動の抑制を引き起こすまでの神経情報伝達経路の概要が明らかとなった。この経路のうち、警

報フェロモンの受容から、PVN 由来の CRH 分泌までの経路は警報フェロモン特有の神経伝

達経路であると考えられる。これに対し、PVNからCRHが分泌される反応が多くのストレッサー

を用いた際にも認められる共通のストレス反応であることを考慮すると、PVN から CRH が分泌

されてから勃起の抑制が引き起こされるまでの神経情報伝達経路は、ストレスによる性行動抑

制における共通の神経情報伝達経路であると推察される。 

本研究の結果と、他のストレッサーを用いて性行動を抑制した際の実験結果を比較すると、

拘束ストレス (Retana-Marquez, 1996; Sun, 1979)やフットショック (Retana-Marquez, 1996; 

Swenson, 1983)、部分水浸(Abel, 1993; Retana-Marquez, 2003)などの、オスラットに提示するこ

とでコルチコステロン値の上昇をもたらすことが明らかとなっているストレッサーは、マウント数

の増加やHit rateの低下といった、勃起が抑制されたことを示唆する性行動指標の変化を引き

起こすことが明らかとなっている。これに対し、長期間の単独飼育のように、オスラットにコルチ

コステロン値の上昇を引き起こさないストレッサーは、オスラットの勃起に関係する性行動指標

に変化を引き起こさないことが明らかとなっている(Barrot, 2005)。コルチコステロン値の上昇は、

PVN から CRH が分泌された間接的な証拠になることから、これらの研究の結果は、ストレスに

よる性行動抑制において PNV由来のCRHが起点となり勃起の抑制を引き起こす共通経路で

ある、という本研究の結果を支持するものである。 

また、本研究の結果と、CRHの脳室内投与により得られた実験結果を比較すると、警報フェ

ロモンは勃起に関する指標だけを抑制したのに対し、CRH の脳室内投与は勃起に関する指

標に加えて、性的動機づけに関する指標や交尾率、射精に関する指標も変化させた

(Sirinathsinghji, 1987)。c-Fos 蛋白質の発現を指標にした先行研究によると、ラットにフットショ

ックや拘束といったストレッサーを暴露した場合と CRHを脳室内に投与した場合とでは活性化

する神経核に違いがあることが明らかとなっている(Imaki, 1993)。こういった研究結果を考慮す

ると、脳室内投与のような薬理学的研究により得られた知見は、動物が生体内で引き起こして

いる反応をかならずしも再現できているとは限らないことが示唆される。これに対し、本研究で
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用いられた警報フェロモンは、ラットが自然界で個体間の情報伝達に利用している物質である

と考えられるため、警報フェロモンの曝露はラットに自然な状態のストレス反応を再現している

と考えられる。そのため本研究から得られた知見は、ストレスによる性行動抑制の中枢制御機

構を研究する上で妥当性の高い知見であると言える。しかしながら、性行動の抑制における

CRH の用量依存性が先行研究においても、本研究においても示唆されており、警報フェロモ

ンの曝露では、十分な量の CRH 分泌を促すことができなかったために、勃起に関する指標に

のみ影響が出た可能性も否定できない。 

  

 

5-4 警報のフェロモンの社会行動における役割 

 

 当研究室のこれまでの研究により、警報フェロモンの個体に与える行動変化や生理学的変

化について知見が積み重ねられてきた。しかしながら、警報フェロモンの社会行動における役

割を観察した研究は本研究が初めてである。同種個体間コミュニケーションツールであるフェ

ロモンは、本来その社会行動の中で用いられるものであると考えられるため、本研究の結果は、

警報フェロモンの自然界における役割を解明するための大きな手がかりになるものであると推

察される。 

 ラットと同じげっ歯類において、警報フェロモンと同様に危険を伝達するためのシグナルであ

る捕食者臭を提示した場合と比較してみると、捕食者臭を提示した際には性行動を発現する

オス個体の割合の減少や(Bian, 2005)、性行動の頻度の低下など(Koskela, 1995)が認められ

る。これに対し本研究で用いた警報フェロモンでは、オスラットの勃起を抑制するという、捕食

者臭と比較すると弱い反応しか観察されなかった。この反応の差は、捕食者臭が捕食者の存

在という直接的な危険の存在を伝えるシグナルであるのに対し、警報フェロモンが、同種他個

体が危険に瀕したことを伝える間接的なシグナルであることが関係している可能性が考えられ

る。警報フェロモンが、自然界のコミュニケーションにおいてどの程度の強さの“警報”としての

役割を担っているのか解明していくことは、今後の研究の大きなテーマの一つとなる。 

 本研究でテーマに据えた性行動は、かならず雌雄の個体のペアによって成り立つ社会行動

であるため、雌雄両方の個体の観察をできるという大きな特徴がある。本研究を通して、警報

フェロモンはオスラットの性行動を抑制することが観察できたものの、メスラットの性行動変化に

関しては観察することができなかった。先行研究により、視床下部や中脳中心灰白質への

CRH 投与はメスラットのロードシス商を低下させることが明らかになっていることを考慮すると

(Sirinathsinghji, 1983)、警報フェロモンにより分泌された CRH が他の神経伝達物質との相互

関係の中で性行動の変化を引き起こすに至らなかったことが考えられる。この点に関しては、

第２章で考察した通り、発情前期特有の高濃度の血中プロゲステロンおよびエストロゲンの存

在が CRH の分泌を緩和したことが原因であると推察される。これに対し、拘束ストレスやフット

ショックがメスラットのロードシス商を低下させたという先行研究の結果を考え合わせると
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(Cecconello, 2009; Hulse, 1983)、メスラットの性行動抑制には CRH以外の神経伝達物質も関

わっていることが推察される。アンギオテンシンⅡの受容体拮抗阻害薬の投与が拘束ストレス

によるロードシス商の低下を阻害した先行研究の結果は、この推察を支持するものである

(Cecconello, 2009)。こういった雌雄の行動反応に差が存在する背景には、脳の性差が存在し

ていることが知られている。そもそも性行動は雌雄がそれぞれ別の役割を担う社会行動である

ため、警報フェロモンによる性行動制御における神経科学的性差を解明していくことは、警報

フェロモンの社会行動に与える影響の意義を考える上でも重要であると考えられる。 

 これに対して、警報フェロモンの社会行動における役割を観察する上で、性行動を研究対象

にしたことで生じる問題点も考えられる。例えば、発情期のメスラットのにおいを事前にオスラッ

トに提示することで、オスラットの捕食者臭への暴露による血中コルチコステロン値の上昇が緩

和されたという報告が存在する(Kavaliers, 2001)。そのため、本研究においても、メスラットの存

在がオスラットのCRHの分泌を緩和したために、警報フェロモンの作用を観察しにくくなってし

まった可能性は否定できない。そのため、オス－メス間の社会行動よりもオス－オス間、または

メス－メス間の社会行動を実験モデルとすることで、警報フェロモンの生理学的意義がより明

瞭になることも考えられる。 

 

 

5-5 今後の研究 

  

 本研究の結果より、警報フェロモンの性行動抑制について、その受容から性行動抑制の発

現までの神経情報伝達経路の概要が解明された。しかしながら、その詳細についてはさらなる

研究が必要であると考えられる。 

 最大の課題は、直接的に警報フェロモンによる性行動抑制に関わる神経伝達経路を明らか

にしていくことである。本研究で用いた手法は、性行動の詳細な観察、受容体拮抗阻害薬の

全身投与、および免疫組織化学的手法であるため、ある神経伝達物質が特定の神経核に作

用することで性行動の抑制を引き起こしたことを直接示しているわけではない。そのため、今

後は、本研究で予測された神経伝達経路に含まれる神経核において、微量投与法や電気生

理学的手法を用いてその詳細を吟味していくことが不可欠とされる。 

 また、警報フェロモン分子が同定されていないことから、警報フェロモンを提示する際にその

量を調節できなかった点も大きな問題点である。警報フェロモン分子を同定することで、その

提示量の調整が可能になり、ストレス反応の起点である PVN 由来の CRH 分泌量を調節する

ことも可能になると考えられる。 

 本研究では、警報フェロモンが勃起を抑制することで性行動を抑制していることが明らかとな

った。しかしながら、本研究の行動実験の結果は、性行動観察実験におけるデータしか示す

ことができていない。勃起を計測する行動実験として、本研究で用いられた性行動観察実験

の他に、より直接的に勃起機能を調べるいくつかの試験が開発されている。無麻酔のラットの
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上半身を円筒に入れ、下半身を仰向けにして固定し、ペニスを包皮から露出した状態でマス

キングテープにあけた穴に通して固定することで得られる勃起を測定する反射勃起テスト

(touch based erection 試験)や(Leipheimer, 1988)、オスラットを金網を隔てて発情メスラットの

近傍に置くことで得られる勃起を観察する非接触性勃起試験（noncontact erection 試験）

(Sachs, 1994)などが存在する。こういった試験も並行して行うことで、警報フェロモンが勃起を

抑制することを直接的に証明していく必要があると考えられる。 

 性行動の発現に関与している神経メカニズムは哺乳類を通して保存されていることや、本研

究の結果から性行動の抑制に関わっていることが示唆されている中枢神経核が多くの哺乳類

を通じて解剖学的に保存されていることを考慮すると、性行動を抑制するメカニズムも同様に

哺乳類を通して保存されていると考えられる。そのため、本研究で得られた知見は他の動物種

においても敷衍し得るものと思われ、冒頭で述べた家畜の繁殖効率の向上のほかに、人間に

おけるストレス性の勃起障害メカニズムの解明や治療薬の開発といった臨床分野への応用も

期待される。 
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生物にとって自己の遺伝子の保存がもっとも優先されるべきことであるため、性行動は生物

にとって数ある社会行動の中で最も重要な行動の一つと考えられる。しかし性行動は、様々な

外的刺激により抑制されることが知られている。例えば競走馬や純血種犬の種付けを行う際、

メス個体の飼育場所にオス個体を連れていくと、新奇環境ストレスによって多くのオス個体が

性行動を完遂できないことが、経験的に知られている。このように、様々なストレッサーによって

性行動が抑制されることは実験動物においても観察されており、その局所的な中枢メカニズム

も調べられているが、知覚されたストレッサーが最終的に性行動抑制を引き起こすまでの脳内

情報伝達経路の全容に関しては未解明であった。その理由として、多くのストレッサーはその

知覚様式が不明であることが挙げられる。例えば新奇環境ストレスの場合、それを知覚する感

覚は視覚、聴覚、触覚を含めた複数に渡ることが予測されるため、それぞれの感覚に応じた

様々な中枢神経核が興奮してしまい、その結果として性行動自体の抑制に関わっている神経

核を特定するのが困難であった。本研究で用いた警報フェロモンは、ラットが他個体に危険の

存在を伝えるための物質であり、先行研究から鋤鼻器により受容され、ストレス反応を引き起こ

すフェロモンであることが明らかとなっている。このように、警報フェロモンの受容の際には鋤鼻

嗅覚系の神経核が興奮することが明らかなため、性行動の抑制に関わっている神経核の特定

が可能であると考えられる。そこで本研究は、ラット警報フェロモンを研究モデルとすることで、

ストレス反応が性行動を抑制する脳内情報伝達経路を明らかにすることを目的とした。まず警

報フェロモンの性行動抑制効果を検討した後、その抑制に関わる神経伝達物質および神経

核の探索を行ったものである。本論文は以下のように 5章で構成されている。 

 

 第 1 章は総合緒言であり、警報フェロモンの先行研究を概観するとともに、性行動やその中

枢制御機構について解説し、本研究の目的を述べた。 

 

 第 2 章では、警報フェロモンがラットの性行動に与える影響を検討した。警報フェロモンを性

行動試験期間全般に渡って提示し続け、オスおよびメスラットの性行動を観察した。警報フェ

ロモンの存在により、オスラットでは射精に必要なマウント数の増加および Hit rate(挿入数をマ

ウント数+挿入数で除した値)の低下が認められた一方で、メスラットではいずれの性行動にも

影響が観察されなかったことから、警報フェロモンはオスラットのみの性行動を抑制することが

示唆された。次に、警報フェロモンがオスラットに作用することで性行動を抑制したのか、メスラ

ットに作用して間接的にオスラットの性行動を抑制したのかを検討した。性行動試験直前に警

報フェロモンをオスラットまたはメスラットに提示し、フェロモンを回収した後に性行動試験を行

った。その結果、警報フェロモンをオスラットに提示した場合にのみ前述と同等の結果が得ら



86 

 

れたことから、警報フェロモンはオスラットにのみ作用することが示された。最後に、警報フェロ

モンによる性行動抑制における Corticotropin releasing hormone (CRH) の役割を検討した。

CRHの受容体拮抗阻害薬であるCP-154526をあらかじめ投与したオスラットに警報フェロモン

を提示し、その後の性行動を観察した。その結果、CP-154526 の事前投与により性行動抑制

が用量依存的に緩和されたことから、警報フェロモンによる性行動抑制には CRH が関与して

いることが示唆された。以上の結果より、警報フェロモンはオスラットに作用することでオスラット

の性行動を抑制し、その際には CRHが関与していることが明らかとなった。 

 

 第 3 章では、警報フェロモンによる性行動抑制に関与する中枢神経核を検討するため、性

行動抑制を示したオスラットの脳における c-Fos蛋白質の発現を観察した。先行研究において、

巨細胞性傍核の除去はオスラットのマウント数を減少させ Hit rate を上昇させるという、警報フ

ェロモンによる性行動抑制と逆の作用を持つことが示されていることから、本実験ではこの巨

細胞性傍核に着目することとした。また室傍核に対して抗 c-Fos蛋白質抗体および抗 CRH抗

体を用いて二重染色を行うことで、室傍核におけるCRH含有細胞の役割を検討した。オスラッ

トに警報フェロモンを提示すると、第 2章と同様にマウント数の増加と、Hit rateの低下が観察さ

れた。また室傍核では、警報フェロモンの提示は抗 c-Fos蛋白質抗体と抗 CRH抗体とで二重

染色された細胞数が増加した。これらの結果より、警報フェロモンは室傍核からのCRH分泌を

促し、オスラットの性行動を抑制することが示唆された。またさらに、分界条床核内側部吻側、

分界条床核外側部吻側、分界条床核尾側、扁桃体内側核、扁桃体外側基底核、巨細胞性

傍核において、警報フェロモンはc-Fos蛋白質の発現を増加させることが明らかとなった。以上

の結果から、警報フェロモンは室傍核からの CRH 分泌を促すとともに、巨細胞性傍核を含む

視床下部や脳幹の神経核を活性化させることで、性行動を抑制することが推測された。 

 

 第 4章では、警報フェロモンによる性行動抑制におけるオピオイドの役割を検討した。オピオ

イドの受容体拮抗阻害薬であるナロキソンをあらかじめ投与したオスラットに警報フェロモンを

提示し、その後の性行動を観察した結果、ナロキソンの事前投与は用量依存的に性行動抑制

を緩和したことから、警報フェロモンによる性行動抑制にはオピオイドが関与していることが示

唆された。また同時にオピオイドの作用メカニズムを検討するため、これらのオスラットにおい

て c-Fos 蛋白質の発現を観察した。特定の神経核において警報フェロモンの提示が c-Fos 蛋

白質の発現量に変化を与え、ナロキソンの投与がその変化を阻害した場合に、その神経核は

性行動抑制神経経路におけるオピオイドの作用点より下流にある神経核であることが示唆され

る一方で、警報フェロモンの提示により変化した c-Fos 蛋白質の発現量がナロキソン投与によ

る影響を受けないのであれば、その神経核はオピオイドの作用点より上流にある神経核である

か、またはオピオイドとは無関係に活性化された神経核であることが推測できる。本実験結果

として、警報フェロモンの提示は分界条床核内側部吻側、分界条床核外側部吻側、分界条床

核尾側、室傍核小細胞性領域、弓状核、中脳中心灰白質背外側部、中脳中心灰白質腹外
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側部、および巨細胞性傍核における c-Fos 蛋白質の発現量を増加させ、室傍核大細胞性領

域の発現量を減少させることが明らかとなった。ナロキソン投与は、これらの神経核のうち中脳

中心灰白質腹外側部、巨細胞性傍核、および室傍核大細胞性領域における c-Fos 蛋白質の

発現量変化を阻害したことから、これらの神経核はオピオイド作用点の下流にあることが示唆

された。また一方で、室傍核小細胞性領域における c-Fos 蛋白質の発現量増加はナロキソン

投与により阻害されなかったことから、CRH の作用点はオピオイドの作用点より上流であること

が推測された。以上の結果より、警報フェロモンはCRHの下流においてオピオイド分泌を促す

ことで性行動を抑制していることが示唆された。 

 

 第 5 章では総合考察を行った。本研究の結果より、警報フェロモンはオスラットに作用するこ

とでオスラットの性行動を抑制すること、その抑制には室傍核由来のCRHとオピオイド、および

視床下部や脳幹の様々な中枢神経核が関与していることが示された。本研究結果と先行研究

の結果をもとにすると、警報フェロモンによる性行動抑制神経経路として以下の仮設を立てら

れよう。すなわち、警報フェロモンは鋤鼻器で受容された後、その情報は副嗅球、分界条床核

を経て室傍核小細胞性領域に伝達され、CRHの分泌を促す。分泌されたCRHは弓状核に作

用してオピオイドの放出を促し、その後中脳中心灰白質―巨細胞性傍核の神経経路を活性

化させるとともに、室傍核大細胞性領域を抑制することで性行動を抑制する、という経路であ

る。 

 室傍核における CRH分泌は様々なストレッサーを用いたストレスにおいて観察される共通の

反応である。本研究結果より予測した性行動抑制経路においても CRH は重要な役割を果た

していることから、この経路は様々な場面におけるストレスに共通した性行動抑制経路の一つ

であることが示唆される。性行動の発現に関与している神経メカニズムは哺乳類を通して保存

されていることや先行研究から性行動の抑制に関わっていることが示唆されている中枢神経

核が解剖学的に保存されていることを考慮すると、性行動を抑制するメカニズムも同様に哺乳

類を通して保存されていると考えられる。そのため、本研究で得られた知見は他の動物種にお

いても外挿し得るものと思われ、家畜の繁殖効率の向上のほかに人間におけるストレス性の勃

起障害の解明や治療薬の開発といった臨床分野への応用も期待される。本研究で中枢機能

の解析に用いられた手法は、薬物の全身投与とそれに伴う行動観察および免疫組織化学的

手法であるため、ある一つの神経伝達物質が特定の神経核において作用していることを直接

的に示しているものではないことから、今後は、本研究で関連が予想された神経核への微量

投与法などを用いることで、神経経路を確定していくことが大切であると考えられる。 
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