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第１章序論

１．遺伝子組換え動物を用いた行動研究の意義

　行動の遺伝的･生物学的基礎に関する実験的研究は大別して２通りのアプローチが

取られてきた。その一つのアプローチは比較心理学(Comparative Psychology)ある

いは比較行勤学(Ethology)であり、今一つのアプローチは行動遺伝学(Behavior

Genetics)である。比較心理学においては、霊長類の行動の野外観察および実験的研

究から、ヒトにおける社会行動や言語行動について極めて示唆深い知見が得られてき

た(1-5)。また、比続行勤学においては、一般的には本能と呼ばれる、高度に組織化

されてはいるか、種固有の行動形式について多くの知見が得られてきた。ミツバチに

おける社会行動の研究(6､7)やイトヨの攻撃行動および求愛行動の研究(8)、また早成

性の鳥類における後追い行動の刷り込み(1mprinting)の研究(9､10)等は、複雑な本能

的行動が解発刺激と反応の連鎖によって成り立っていることを明らかにしてきた。一

方、行動遺伝学においては、選択交配による近交系マウスの作成、およびこれらのマ

ウスの系統比較研究が行われてきた(11-13)。我が国においても牧野順四郎による筑

波情動系マウスの作成と解析あるいは関ロ茂久による長年にわたる研究は、マウスに

おける情針吐および自発活動性、さらには学習機能等の行動特性が遺伝子レベルで機

能・保存されていることを明らかにしている(14)。このような伝統的な手法に対して、

近年、組換え遺伝子を胚に組み込むことによって人為的に変異種を作製する技術が確

立され､これによって行動の基礎を直後金辰子レベルで解析することが可能となった。

1988年、Mansou､rらによって初めてHPRT(hypoxantine一回皿ine phosphorU)osyl

trans柘rase)遺伝子を欠損したノックアウトマウス(knockout(KO)mouse)が報告さ

れて以来(15)、今日まで数多くの遺伝子がクローニングされ、またそれらの遺伝子を

欠損したノックアウトマウスが作製されてきた(16)。

　Ａ二ノクアウトマウスを始めとした遺伝子組換え動物の出現は、行動遺伝学にその概

念を根本から変革し得る衝撃を与えたばかりではなく、生理心理学や動物心理学、行

動薬理学や神経行動生物学など、動物行動の神経機構の解明を目指す各研究領域にお

いて計り知れない深遠な影響を与えるものである。なぜならば、遺伝子組換え動物を

被験体として用いることによって、従来の行動研究において解決が困難とされてきた

いくつかの技術的問題を克服し得るからである。遺伝子組換え動物を用いた行動研究

にはいくつかの利点がある。まず第一に、従来行われてきた物理的・電気的あるいは
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薬物による脳組織の破壊研究において常に議論の対象とされてきたいくつかの問題点

を克服できることである。すなわち、破壊実験では破壊部位の範囲を統制することが

きわめて困難であり、また複数の神経連絡・神経伝達系を同時に破壊せざるを得ない

という技術的な限界がある。さらに、実験終了後には連やかに動物を殺し、破壊部位

の特定･確認を行なわなければならない。これらの諸点は、破壊研究において一貫し

たデータを得ることを困難にいまだ披験動物の必要数を増やすという問題を生じさ

せた。加えて、披破壊部位における神経細胞の変性が、隣接部位あるいは投射部位に

おける細胞の変性を生じさせ得ることから、長期にわたる安定的な研究を極めて困難

なものとしてきた。第二に行動薬理学的研究におけるいくつかの問題点を克服でき

ることがあげられる。すなわち、行動薬理学的研究においては従来、各種神経伝達物

質･神経ペプテドおよびホルモンなどの作動薬(agonist)あるいは桔抗薬(antagonist)

等の投与による実験的研究が行なわれてきた。これらの研究では、投与される薬物の

量が内在性の物質とは比較にならないほど多量であり、したがって得られた結果は必

ずしも動物の正常な状態における生理的機能を反映していない可能性がある｡さらに、

各種作動薬あるいは桔抗薬が必ずしも特定の受容体に対する排他的な結合の特異性

(spec伍city)を持つとは限らないために、得られた結果が対象とした神経系独自の機

能によるものではなく、複数の神経系における活動の相互作用によるものである可能

性を否定することはできない。一方、遺伝子組換え動物を用いた行動研究では、研究

対象となっている伝達系を伝達物質やホルモン･その受容体あるいはトランスポーク

一そのものの欠損という形で、直接かつ限定的に制限することが可能である。遺伝子

組換え動物と同腹の野生型動物との比較を行なうことによって、破壊研究や行動薬理

学的研究では極めて困難であった、破壊部位あるいは薬物の作動部位などの実験的統

制に代わる、厳密な実験的統制を容易に行なうことが可能となった。このように遺伝

子組換え動物の利用は、伝達物質･ペプチドあるいはホルモンなどの個体レベルの行

動における機能解析を大きく進歩させ得るものと考えられる。

　いうまでもなく、遺伝子組換え動物による行動研究においても技術的な問題点は

存在する。すなわち、特定の伝達物質やホルモン･それらの受容体あるいはトランス

ポーターなどの欠損によって、関連する他の伝達物質やホルモン･受容体などが増加

あるいは減少し、対象となっている伝達系の機能を代替する可能性があるということ

である。さらに特定の遺伝子の不活性化か、正常な状態であればその遺伝子の下流

に発現するはずの遺伝子(群)の発現パタンを根本的に変化させてしまう可能性もある。

したがって、ある一つの遺伝子欠損によって生じた行動変異を、必ずしも欠損した遺
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伝子のみに起因するものと断定することはできない。これらの理由から、遺伝子組換

え動物を用いた行動解析においては、実験的解析によって特定された行動変異につい

て、欠損した遺伝子だけではなく、少なくともその下流に位置する遺伝子群における

発現パタンの変化の可能性をも含めた解釈が必要とされる。同様のことは、ある一つ

の遺伝子欠損が行動における表現型として捉えられない場合にも当てはまる。その場

合、欠損した遺伝子の発現が行動に関与していないのか、あるいは他の遺伝子発現の

増加(あるいは減少)による機能代替によるものであるのか、さらには下流にある遺伝

子群の発現パタンが複雑に変化してしまったことによる相互作用によるものであるの

か、ということを区別することはきわめて困難なことといえる。また、遺伝子組換え

動物の遺伝的背景に関する問題もいまだ議論の一致を見ていない(17)。遺伝子組換え

動物を作製する際、組換え遺伝子を胚に導入するために利用されるES細胞(胚幹細

胞:embryonic stem ceU)は主として129系統のマウス由来の細胞が用いられてきた。

129系統のマウスは系統的に回避行動などの学習および記憶課題の成績が低いことが

知られている(11､12)。したがって、仮に作製された遺伝子組換えマウスにおいて学

習や記憶などに異常が認められたとしても、その結果は単に129系統のマウスの行

動特性について評価しているに過ぎないという議論もある。現時点では、遺伝子組換

え動物における遺伝的背景の問題を完全に克服する方法は見出されていない。そのた

め、行動実験その他に一般的に利用されているC57BL/6系統のマウスに対する戻し

交配を繰り返すことによって、遺伝子組換え動物の世代を進めることがもっとも効果

的な方法と考えられている。さらに現段階では、遺伝子を不活性化する時期および身

体･組織部位の限定は極めて困難である。これは遺伝子発現の欠損と表現型としての

行動変化について、その因果関係の解釈を困難なものとする可能性がある。なぜなら

ば、遺伝子組換え動物では不活性化された遺伝子の発現が個体発生の段階から個体の

全身体組織において欠損しているために､壷辰子不活性化の効果について評価する際、

個体発達における影響および全身機能における影響をも視野に入れた評価が必要とさ

れる場合があるからである。しかしこのような問題も、遺伝子不活性化の時期および

部位を限定するコンディショナル･ノックアウト(condjtional knockout)の技術確立に

よって、ごく近い将来解決されるはずである。

　このように技術的に未解決の問題はあるものの、遺伝子組換え動物を被験体とし

た行動研究は、関連諸科学領域における研究から得られた知見と比較検討を行うこと

によって、行動の遺伝的･生物学的基礎の解明に大きな役割を果たすものと期待され

る。
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２．ボンベシンおよびボンベシン様神経ペプチドについて

　ボンベシン様神経ペプチドCbombesin(BN)-hke

peptide)は哺乳類の消化管および中

枢神経系に広く分布している。その機能は、内分泌および外分泌の調節・平滑筋の収

縮・代謝調節および行動機能の調節など、多岐におよんでいる(18)。当初ボンベシン

はカエル(Bomtl面a

bomb治a)の皮膚から平滑筋の収縮を指標として精製され(19)、

その後さまざまな種類の両生類の皮膚から多種のボンベシン様ペプテドが精製された。

哺乳類におけるボンベシン様ペプチドは、まずブタの消化管からガストリン放出ペプ

チド(gastrin-releasmg

peptlde:

GRP)が精製され(20)、続いて南野らによってブタの

脊髄からニューロメジンB(neurome(hn

B:

NMB)が精製された(21)。

　ボンベシン様ペプテドは、Ｇ蛋白結合型の受容体を介して機能する。哺乳類では、

ガストリン放出ペプテドに高い親和性を示すガストリン放出ペプチド受容体(gastrin-

releasmg

peptide

receptor:

GRP-R)、ニューロメジンＢに対して高い親和性を示す

ニューロメジンＢ受容体(neujrome(hn

B

receptor:

NMB-R)、およびこれらのボンベ

シン様ペプテド受容体と相同性の高いボンベシン受容体サブタイプ3(bombesm

receptor

subtype-3:

BRS-3)がクローニングされている。BRS-3についてはいまだに

内在性のリガンドは不明であるが､近年親和性の高い合成ペプチドが開発されており、

細胞レベルにおける機能の解析が進みつつある(22)。

　ボンベシン様ペプチドの機能については、他のペプチドと同様にペプチドの受容

体を遺伝子工学的に発現させた株化培養細胞を用いたjn

vjtroの解析によって、細胞

内カルシウム濃度の変化、あるいは膜電位の変化などが明らかにされている(23)。さ

らに成長因子として、スイス3T3細胞や正常ヒト気管支上皮細胞･肺小細砲座細胞な

どの細胞分裂を促進することが知られている(24)。また、主として哺乳類を被験体と

したｍ晦９の研究からニューロメディエイターとしての機能も明らかにされている。

すなわち、ボンベシン様神経ペプチドの脳内注入によって、摂食行動の調整(減退)

や体温降下、身繕い(grooming)や掻諸(scratching)などの自発活動の増加、さらに痛

覚刺激に対する反応性の低下などが報告されている。なお、ボンベシン様神経ペプチ

ドの行動薬理学的効果に関しては次項で詳述する。

３．ボンベシン様神経ペプチド(BN.nke peptide)の行動薬理学的特性

GRP ･NMB をはじめとした各ボンベシン様神経ペプテド(BN様ペプチド)の行動薬
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理学的牲既は、多様なテストを用いて検討されてきた。その指標としては、体温調節

のような生理的反応をはじめとして、自発活動・摂食行動、さらには学習や記憶とい

った高次脳機能におよんでいる。BN様ペプチドの投与による体温変化については、

各ペプテドの脳内投与によって直腸温を指標とした深部体温の降下が認められている

が(25)、我々はGRPがNMBと比較してより強い体温降下作用を示すことを見出し

た(発表論文5)。GRP-R KO マウスにおいてＧＲＰの脳内投与による体温降下がみ

られないことは(26)、板床下部およびその関連領域におけるGRP.Rが神経伝達の調

整に関与していることを強く示唆するものである。

　またBN様ペプテドの自発活動に与える効果については、ベプテドの脳内投与に

よって身繕い反応(grooming)や握㈹反応(scratching)が増加することが報告されてい

る(27､28)。また、ボンベシンおよびニューロメジン類の投与によって自発的移動運

動の低下が報告されているが、移動運動量の低下は身繕い反応や掻腿反応の完遂によ

るものと考えられている(29)。しかし、GRPの腹腔内投与による行動変化について

は、自発活動量および不安反応などの諸指標について変化が認められていない(30)。

　このようにＢＮ様ペプチドの行動薬理学的効果はBNグループのペプテドについ

て、様々な指標において認められている。しかし、もっとも重点的に検討されてきた

のは摂食行動の調節|、 こ関してであろう(31-36)。摂食行動調節の典型的な実験手法と

しては、空腹／非空腹状態のマウスあるいはラットにBN様ペプチドを腹腔あるい

は脳内投与して、非投与群と摂食量を比較するという手続きが用いられてきた。これ

らの研究から、BN様ペプテドの投与が空腹／非空腹状態の動物の摂食量を抑制する

こと、ならびにGRPがBN様ペプチドの中でも比較的強い摂食抑制作用を示すこと

が明らかにされている。さらに､Hamptonら(37)はＧＲＰ-Ｒ ＫＯマウスにおいてＧＲＰ

の腹腔内投与による摂食抑副作用が消失することを示しているが、この知見は中枢お

よび末梢のＧＲＰ-Ｒが摂食調節に深く関与していることを示唆するものと考えられる。

　また近年、ＧＲＰの腹腔内あるいは脳内投与によって学習や記憶成績が向上すると

いう報告もなされている(38､39)。ボンベシンおよびGRPなどの神経ペプチドの投与

がいかなるメカニズムによって学習や記憶を促進しているかという点については全く

未知であるが、中枢におけるＢＮ様ペプテドが摂食調節や体温調節といった恒常性

維持機
岳|

EIばかりではなく、極めて高次の脳機能に関与している可能性を示す知見とし

て興味深い結果といえよう，
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ポンペシン様ペプチドについて

１．概要

2.機能

･カエル(励�･訥･2み回ゐjs)の皮膚より精製(19)

･哺乳類では→ガストリン放出ペプチド(gastrin-releasing peptide: GRP, 20)

　　　　　　　ニューロメジンB(neuromedin B: NMB, 2 1)

二〉Ｇ蛋白結合型の受容体を介して機能している

GRP:ガストリン放出ペプチド受容体(GRP-R)

NMB:ニューロメジンB受容体(ＮＭＢ-Ｒ)

内在性のリガンドが不明の第3のボンベシン様ペプチド受容体

　　　(bombesin receptorsubtype-3:BRS-3)

り7吻,･｡な解析

　　　　　　1)細胞内Ca2゛の変化･膜電位の変化(23)

　　　　　　2)成長因子としての機能(細胞分裂の促進など:24)

訥v加･な解析:主として行動薬理学的な研究から

　　　　　　1)体温降下(25,発表論文5)

　　　　　　2)自発活動性の変化(27,28,29)

　　　　　　3)摂食行動の抑制(31-36)

　　　　　　4)記憶･学習の促進(38,39)

11



４．神経ペプテド(neuropeptide)の行動調節機能研究の意義と本研究の目的

　近年急速に発展してきた、神経変性疾患の分子遺伝学的および分子生物学的解析

によって、諸種の神経ペプチドおよびその受容体が発見されてきた(40)。これら多く

の神経ペプチドが、神経系の構築あるいは神経伝達の調整機能を待つことから、その

重要性に対する認識は日増しに高まりつつある。神経ペプチドにはTRH(thyrotropin

releasing hormone)のごとく、すでに神経変性に起因する運動失調疾患の治療薬とし

て臨床応用されているものもあり(41)、その機會回4i析は神経変性疾患ならびに精神疾

患の治療法の開発にとって極めて重要な意味を待つと考えられる。前２項で述べて

きたとおり、ボンベシン様神経ペプテドの機能は生理的な調節機能にとどまらず、広

範な行動調節機能を有するものと考えられる。したがって、これらの機能の詳細を明

らかにすることは、脳一神経系の行動調節機構に開する新たな知見を提示するだけで

なく、脳一神経疾患の治療法の開発にも貢献し得るものといえる。

　第３項で述べたとおり、ボンベシン様神経ペプチドの行動調節機能については、

主として行動薬理学的検討が行なわれてきたが、内在性の各ペプテドの役割について

は未解決の点が多い。したがって、さらに詳細な解析を行なうためには、行動薬理学

に代わる新たな手法による研究が必要である。第１項で述べた諸理由から、内在性

のボンベシン様神経ペプテドの行動調節機能の解析には、ボンベシン様神経ペプテド

受容体を欠損する遺伝子組換え動物を用いた研究が、現時点において最も有効な手法

と考えられる。そこで本研究では、ガストリン放出ペプチド受容体(GRP-R)･ボンベ

シン受容体サブタイプ3(BRS-3)およびニューロメジンＢ受容体(NMB-R)の各ボンベ

シン様神経ペプチド受容体を遺伝子工学的に欠損させたノックアウト(KO)マウスを

用いて、内在性のボンベシン様神経ペプチドの行動調節機能について明らかにするこ

とを目的とする。本研究においては、従来の手法では明らかにされなかった内在性の

ボンベシン様神経ペプチドの機能について多くの知見が得られることが期待される。

５，ボンベシン様神経ペプチド受容体欠損マウスの作製

　本研究において被験体として用いられたBN様神経ペプテド受容体欠損マウス(KO

マウス)は、以下の手順によって作製された(発表論文1､2､5)。

　GRP-R、BRS-3およびＮＭＢ-Ｒの各ＢＮ様神経ペプチド受容体の遺伝子はともに、

129/SV系統のマウスのgenomlc hbrary よりクローニングされた。ＢＮ様神経ペプ
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チド受容体の遺伝子は３つのエクソンからなるが、各受容体の最重要部位をコード

していると考えられる２番目のエクソンを、ネオマイシン耐性遺伝子に置換(不活性

化)した後にこの組換え遺伝子をターゲテイングベクターに結紫(1igate)した。ター

ゲティングベクターをE14とよばれる129/SV系統のマウス由来の胚幹細胞(ES細

胞)に導入し､相同変換を生じたクローンをスクリーニングした｡サザン分析(Southem

analysls)によって相同変換を確認後、C57BL/6系統のマウスの未分化胚芽細胞に注

入し、キメラマウスを得た。キメラマウスとC57BL/6系統のマウスを交配させるこ

とによって得られたヘテロ複合体とC57BL/6系統のマウスの戻し交配(back cross)を

重ねることによって、各KOマウスの遺伝的背景(genomic background)をC57BU6

系統に近づけている。本研究では、C57BL/6系統のマウスに戻し交配をした第４世

代以降のマウス(ＧＲＰ-ＲＫＯマウスおよびBRS-3 KOマウス)、および第４世代以降

のマウスを同世代同士で掛け合わせて作製したマウス(ＮＭＢ-Ｒ ＫＯ マウス)を被験体

として用いた。

６．本研究の構成

　本研究は以下の５章および【補足】で構成されている。第１章序論では、行動科

学における遺伝子組換え動物の意義について論じ、またボンベシン様神経ペプテドに

ついて概略を述べ、本研究の目的を提示してきた。第２章ガストリン放出ペプテド

受容体欠損マウス(GRP-R KO マウス)の行動解析、第３章ボンベシン受容体サブタ

イプ３欠損マウス(BRS-3 KOマウス)の行動解析、および第４章ニューロメジンＢ

受容体欠損マウス(ＮＭＢ-Ｒ ＫＯ マウス)の行動解析においては、各ボンベシン様神経

ベプテド受容体の欠損マウスを用いた行動解析実験から、３種のボンベシン様神経ペ

プテドの行動調節機能について考察を加える。そして、第５章総括的論議と展望に

おいては、３種のボンベシン様神経ペプテドの行動調節機能について総括し、本研究

の結論を述べる。また、本研究における研究成果の臨床的意義および今後の研究に関

する展望について述べる。さらに、生命科学における実験心理学の役割について筆者

の見解を述べ、本研究の結語とする。最後に【補足】行動解析の技法では、各章で詳

細に述べることができなかった行動解析実験法についてまとめる。
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第２章ガストリン放出ペプチド受容体欠損マウス(GRP-R KO マウス)の行動解析

第
Ｉ

節概論

１．ガストリン放出ペプチド受容体(GRP-R)の脳内分布

　GRP-Rの脳内分布はラット(42)およびマウス(43)についてjjn situ hybrldjzatjon法

を用いて調べられている。ラット・マウスともにほぼ同様の脳内分布を示しており、

分布範囲は脳内の広い領域におよんでいる。マウスにおけるGRP-Rの脳内分布を

Table 2-1.にまとめた。

　従来からの研究において行動との対応関係が比較的が明らかにされている領域と

しては、海馬(hyl)pocampus)・扁桃体(amygdala)・および視床下部(hypothahmus)

があげられる。海馬(特にＣＡ１領域)は記憶(主として空間記憶)の処理中枢とし

て知られている(44､45)。また、扁桃体は情動機能の中枢として知られているばかり

ではなく(46､47)、近年ではヒトにおける脳画像解析の研究から、情緒的情報ならび

に社会性に関する情報の記憶の処理中枢としても注目を集めつつある(48､49)。さら

に視床下部は各務情報処理の中継中枢であることから、各神経核および領域につい

てその機能が細分化されている｡すなわち､根来下部室傍核(panventricular nucleus:

PVN)･弓状核(arcuate nucleus)、および視床下部外側部(1ateral hypothalamic area:

LH)などは摂食や飲水の調節に関与していることが知られており(50-52)､同時にPVN

は視来下部一脳下垂体一副腎皮質系(hypothalamus-pituitary-a(trenal axis: HPA axis)

の始点として各種ホルモンの分泌に関与しており、ストレス反応の制御システムの中

枢としても位置づけられている(53)。

　これらの点から、GRP-Rは記憶・情動・摂食・不安反応ならびにストレス反応、

および社会的行動の調節に関与している可能性が推測される。

２．ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスの一般的行動特性

　　第工項で述べたとおり、GRP-R KO マウスにおいては多様な行動的表現形が期

待されたため、反射・運動調整能力・自発活動性・記憶・不安反応などについて標準

的なテストバッテリーによる行動解析を行った(Table 2-2.参照)。反射および驚愕反

応に関してはプレパルス抑制テスト(prepulse inhibltion test:54)によって分析を行
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Table 2-1.Distnbution of GRP-R gene expresslon in the mouse braln
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Forebraﾕｎ

Bramstem

lsocortex

Hippocampal formatlon

　　　　　CA1/CA3

　　　　　Dentate gyTus

Amygdala

　　　　　Cen七ralnucleus

　　　　　Medjal nucleus

　　　　　Nucleus lateral oUadorv tract

Basal gangha

　　　　　MagnoceUular preoptic nucleus

Hypothalamus

　　　　　SuPrachiasmatic nucleus

　　　　　Supraoptic nucleus

　　　　　ParaventncuﾐLar nudeus

　　　　　Arcuate nucleus

　　　　　Dorsal hypothalamic nucleus

　　　　　Medial preoptic nucleus

　　　　　Lateralmamm摺ary nucleus

　　　　　Lateraﾕhypothalamic area

Nucleus sohtary tract

Parabrachial nucleus

＋

＋
　
＋

＋
　
＋

＋＋

十十

十十

十十

＋
　
＋

＋

＋＋

+＋

＋＋

＋
　
＋

Nota十十:moderate sipal;＋:weak signal〔Wada,E.et al.unl〕ubhshed data.(43))
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fbehavioral analysis of GRP-R KO miceTable 2-2. Summ，

Behavlor Test measurement Phenotype ofmutant

Renex　　　　　　　　　　Prepulse inhibition test゛4　　　　　　　　　Normal

Spontaneous actlvity　Spontaneous activity m home cage゛4　　Altered

　　＆motor abmty　　open丘eld test ゛14　　　　　　　　　　Altered゛

Forced swlmmmg test‘3

Motor coor(hnation abmtv test ゛4

lngestive behavlor

Perception

OHadlon

Learnmg

Anxiety-related

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

Other behaviors

Fee血ng＆(h伍hnj4

Normal

Normal

Normal

Bombesin-induced＆eding suppression(37)‘4

Dmlinished

RぞsPonse to odors fromconspecmcs゛I　　Altered゛

Water maze learning゛4

One-tnal passive avoidancetest‘4

Light-dark box tesク

Elevated plus maze test'4

Marble burying test゛I

Sociahnteraction test゛1

Shock-mduced aglresslon゛1

Normal

Normal

Åltered

Normal

Normal

Å1tered

Norma1

Note-1.゛:altered partiany

Note-2.Table 2-2.に記載された各実験の手続きは以下の章で詳述する。

　　　　゛1:本章;゛2:第３牽け3:第４章;｀゛4:【補足】
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なった。警固反応についてはＧＲＰ､Ｒ ＫＯマウスにおいて低下傾向が見られたが有意

な差は認められず、プレパルスによる贅肉反応の抑制の程度については変化が認めら

れなかった。また、強制水泳テスト面rced swimming test)によるストレス負荷に対

する反応性にも変化は認められなかった｡運動調整能力は回転棒テスト(rota-rod test:

55)によって分析を行ったが、運動失調あるいは運動調整能力に変化は認められなか

った。自発活動性に開しては飼育ゲージ内における24時間連続の活動量測定および

オープンフィールドを用いた活動量測定を行い、いずれの測定においてもＧＲＰ．ＲＫＯ

マウスに有意な活動員の迩進を認めた。 24時間連続測定においては、明・暗12時間

交替のサイクルで飼育後、２週間の暗・暗サイクルで飼育し、内在性の概日リズムに

あわせて活動期／非活動期に分けて自発活飴屋を比較した。その結果、非活動期の自

発活動量では野生型マウスとＧＲＰ-Ｒ ＫＯマウスの間に差は認められなかったが、活

動期においてはＧＲＰ-ＲＫＯマウスの自発活動量に有意な九進が認められた。しかし、

高架式十字迷路(elevated plusnlazetest: 56)による不安関連行動の分析においては。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－野生型マウスとGRP.RKOマウスの間に有意な差が認められなかった。さらに一

試行受動的回避学習(one-tnal passive avoidance test)による記憶テスト、およびモ

リス型水迷路(Morrls's water maze test:57)を用いた空間記憶テストにおいても両者

の間には有意な差が認められなかった。

3.GRP-R KO マウスにおける行動解析の方針

　本節第工項で述べたGRP-Rの脳内分布および、第３項で述べた一般的行動牲詮の

分析結果をもとにGRP-R KO マウスの行動解析の方針を以下のように設定した。

まず第一にGRP-Rが脳内において扁桃体および視床下部に発現しており、特に視

床下部において高密度である点に注目した。すでに述べたとおり、扁桃体は情動機能

および社会削こついて重要な役割を果たしていることが知られている。また、視床下

部も飲水・摂食・体温調節など垣言詮維持機能に加えて、情動反応にも深く関与して

いることが古くから報告されている。視床下部の破壊によって攻撃性の完進や怒り反

応が生起することは多様な動物種を用いた実験から明らかにされており(58､59)、こ

れらの行動異常は視床下部の機能欠損の有用な指標となる｡次に第二の注目点として、

第３項で述べたとおり、GRP-R KO マウスにおいて自発活動量の完進が認められて

いることがあげられる。視床下郎等の破壊研究において自発活動量の完遂が共通の行

動変化として報告されていることから(60､61)、GRP-R KO マウスに見られる自発活

].7
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動量の九進は、視床下部異常に関連する諸行動(例えば社会的行動)にも影響を与え

ている可能性が考えられる。 GRP.RKOマウスの脳組織における組織学的な解析か

らは、これらの領域における組織変性は認められていない(発表論文1)。したがって、

ＧＲＰ-ＲＫＯ マウスにおける行動変化は、組織学的変性ではなくペプチド受容体の欠

損に帰することができるであろう。

　これらの点から、本研究ではGRP-R KOマウスの社会的行動に関して詳細な行動

学的検討を加えることとした。解析の方法として、先ずGRP-R KOマウスと野生型

マウスにおける社会的相互作用(social interadion)の異同について分析を行い、続い

て社会的行動を非攻撃性社会行動と攻撃吐社会行動の２種の下位カテゴリに分け、そ

のおのおののカテゴリについて別個に下位分析を行った。さらに、社会的行動の調節

に深く関与すると考えられる不安関連行動(anxiety-related behavior)および防御行動

(defensive behavior)について分析を行った。
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第２節実験

１．実験１：社会的相互作用の分析

　元来マウスやラットは一部の種類を除いて自然状況下で社会的生活を営む動物種

ではない。したがって、マウスやラットにおける社会的反応とは、新奇場面あるいは

新奇環境における縄張り獲得のための闘争、あるいは個体の生存空間における縄張り

防衛のための防御的反応という色彩ｶで強い。実験室的実験においては、伝統的に２種

類の方法が用いられてきた。一つはエンカウンター法(encoullter法:対面法)とよば

れる方法である。この方法では、別個に飼育されている２個体(あるいは３個体以上

の多個体)を飼育ゲージではなく専用の観察用ゲージに入れて個体の行動観察を行な

う。いま一つは先往者一侵入者法(resident-mtruder法)とよばれる方法である。こ

の方法では、一方の個体の飼育ゲージ内に侵入個体(intruder)とよばれる個体を導入

レ先住個体(resident)の侵入個体に対する反応の観察を行なう。後者の手法では社

会的優劣あるいは縄張りの支配が明瞭であり、社会的相互作用の生起頻度が比較的高

いことから、本実験では先往者一侵入者法を採用した。

　行動指標はsnimng(侵入者マウスの匂い、特に生殖器付近を嗅ぐ行動)、foUowing

　(侵入者マウスの後を追い回す行動)、mount蛍g(侵入者マウスの上に乗りかかる行

動)、nose-touchijng(先往者マウスが弛truderマウスの鼻先を自分の鼻先でこすった

りつついたりする反応)、biting(侵入者マウスの身体に噛み付く反応)、丘出血g(侵入

者マウスと殴り合ったり、取っ組み合ったりする反応)、およびvocamation(大きな

声を上げて叫ぶ反応)を採用した。なお、受動的接触(passive body contact : お互い

に身体を寄せ合ってじっとしている状態)は無相互作用として観察指標から除外した。

　なお、GRP-R KO マウスは２種の独立株のES細胞(11B6系統と3D2系統)由来の

系統があるため、本実験では２系統のマウスについて別個に実験を行った。

1）方法

　被験体:11B6系統は先住者マウスとして雄のGRP-R欠損マウス10匹、および同

腹の雄の野生型マウス10匹を用いた。ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスおよび野生型マウスは、

C57BL/6系統に戻し交配を行なった第4･5世代(F4･F5)のマウスで、ともに生後約３

ヵ月齢のものを使用した、平均体重はそれぞれ27.3士0.9g、26.0±0.4gであった。ま
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た、侵入者マウスとしては雄のICRマウス(JCL inc.)20匹を用いた。ICRマウスは

実験開始時に生後10週齢で、平均体重は34.1±0.4gであった。また、3D2系統は先

往者マウスとして雄のＧＲＰ､Ｒ欠損マウス７匹、および同腹の雄の野生型マウス７匹

を用いた。GRP-R KOマウスおよび野生型マウスは、C57BL/6系統に戻し交配を行

なった第4･5世代(F4･F5)のマウスで、ともに生後約４ヵ月齢のものを使用した。平

均体重はそれぞれ29.6士1.2g、30.6士0.8gであった。また、侵入者マウスとしては雄

のICRマウス(JCL mc.)14匹を用いた。 ICRマウスは実験開始時に生後14週齢で、

平均体重は45.5土0.7gであった。GRP､R欠損マウスおよび野生型マウスは実験開始

４週間前から個別飼育を行った。また、侵入者マウスとして用いたICRマウスは飼

育開始時より約１ヶ月間、１ケージあたり５匹の集団飼育を行った。なお、摂食およ

び飲水は行動観察時を除いて自由とした。

　装置:社会的相互作用の観察は通常の飼育ゲージ(JCLmc.CL-0103-1pc､190×260

×125(H)mm、金箭吐の蓋付きのもの)を用いた。また、実験の記録用にVTRカメ

ラおよびTVモニターを使用した。

　手続き：実験方法はKoenigら(62)に準じ、行動指標はGriebelら(63)を参考にし

た。先往者マウスの飼育ゲージに侵入者マウスのICRマウスを入れ、先住者マウス

の侵入者マウスに対する行動を５分間観察した。行動の指標は非攻撃性社会行動の

カテゴリからsnifnng＆fbUowing､approach比g to intrud�s head (nose touchhlg)、

mountingの３種の指標を、また攻撃F生社会行動のカテゴリからbiting､丘ghang＆

voc庇zationの２種の指標を用いた≒各行動の採点方法はKoenigら(62)の方法に

従った。すなわち、５分間の観察時間を10秒毎に30の観察時間窓(time bin)に分け、

各観察時間窓において最低１回の標的行動が観察された場合に１点、観察されなか

った場合にＯ点とカウントした。なお、実験はVTRで記録し、実験終了後に再度各

行動指標の計測結果を確認した。

　統計的検定：統計的分析はＦ検定によって等分散性について検定後、Studentのｔ

検定(両側)によって行った。
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吋。行動指標について:snimngとfbnowingおよび丘ghtingとvocahzationは同時

に生じることが多いため、本研究においては誤計測を避けるためにこの２種の行動

を同一の指標として計測した。
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2）結果

　11B6系統の結果はFig.2.1にまとめた。分析は個別の行動指標および非攻撃性社

会行動(total social responses)・攻撃既社会行動(total aggresslve responses)の２種

のカテゴリについて行った。その結果、個別の行動指標については、非攻撃性社会行

動においてnosetouching(approachh場to intruder's head)に有意な差が認められ

たが(t=3.65、p<0.002)、その他の指標については有意な差は認められなかった。ま

た、社会的行動のカテゴリにおける分析においては、非攻撃性社会行動について有意

な差が認められたが(t=3.31、p<0.005)、攻撃性社会行動のカテゴリについては有意な

差は認められなかった。

　また、3D2系統の結果はFig.2-2にまとめた。上記と同様の分析を行ったところ、

個別の行動指標については、非攻撃性社会行動において、snimng＆fbnowing(t=3.4、

p<0.01)、nosetouching(t=2.27､p<0.05)、およびmounting(t=2.38､p<0.05)に有意

な差が認められた。また、社会的行動のカテゴリにおける分析においては、非攻撃性

社会行動について有意な差が認められた(t=4.25､pく0.003)。

　さらに、独立２系統のGRP､R KOマウスの系統差について検討するために両

ＧＲＰ-ＲＫＯ マウスの結果について比較を行なった。その結果、全行動指標ならびに

２種の社会的行動のカテゴリのいずれにおいても２系統のKOマウスの間に有意な差

は認められなかった。

　これらの結果はＧＲＰ､Ｒ ＫＯマウスにおいて社会的相互作用、特に非攻撃性社会行

動が完進していることを示している。

3)考察

　本実験においては､GRP-RKOマウスにおいて非攻撃性社会行動の完進が見られ、

また異なる２種のES細胞由来のマウスともに同様な結果が得られた。

　社会的行動のカテゴリ別でみると、GRP､R KO マウス・野生型マウスともに非攻

撃性社会行動の生起頻度が、攻撃性社会行動の生起頻度と比較して著しく高くなって

いる。攻撃性社会行動の生起頻度が低い原因の一つとして、先住者マウスと侵入者マ

ウスの系統が異なることが考えられる。本実験では要因計画を単純化して混交要因を

減らすことおよび、観察を容易にするために侵入者マウスにICRマウスを用いた。

なぜならば、ＧＲＰ-ＲＫＯ マウスと野生型マウスをそれぞれ先住者および侵入者に用
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いた場合、先住者(GRP-R KO ＆wUd type)×侵入者(GRP-R KO ＆wUd type)と

いう２×２の要因配置による実験計画が必要となる。しかし、ＧＲＰ．Ｒの欠損による

社会的相互作用の変化について直接的に分析するためには、GRP.Rの有無による一

要因計画がもっとも望ましい方法と考えられる。そこで、本実験では侵入者マウスと

してGRP､R KO マウスおよび野生型マウスとは遺伝的背景が異なるICRマウスを

用いた。 ICRマウスは比較的大型のマウスのため、週齢がGRP-R KOマウスよりも

若いにもかかわらずGRP-R KOマウスおよび野生型マウスとの体重差が比較的大き

かった。侵入者マウスの体重が先住者マウスの体重よりも大きかったことが攻撃行動

の生起頻度を低水準にとどめた可能性は否定できない。しかし、GRP.RKOマウス

と野生型マウスのいずれにおいても攻撃性社会行動の生起が低水準であったことは、

GRP-Rの欠損が攻撃性社会行動の完進因とはならないことを示すものと考えられよ

う。一方、非攻撃性社会行動はGRP.RKOマウスにおいて著しい迩進が認められた。

遺伝子操作マウスの行動研究においては、攻撃性社会行動の迩進例が報告されること

が多く(たとえば62)、非攻撃性社会行動については低下報告があるものの(64)、その

迩進は他に類をみないものである。従って、この結果はGRP-R KOマウスの重要な

行動的表現型であり、かつGRP-Rの行動調節機能について極めて示唆深いものと考

えられる。

　次にGRP-R KO マウスにおける２種の系統間の差違について述べる。 11B6およ

び3D2の２種の独立したES細胞由来の系統の間で、基本的な結果はほぼ同様のも

のであった(Fig.2-2､Fig. 2-3 参照)｡すなわち､野生型マウスに対してnB6系統と3D2

系統のＧＲＰ､ＲＫＯマウスはともに同等の非攻撃性社会行動の九進を示した。個別の

行動指標においては、11B6系統ではnose　touchjijngのみにおいて有意な差を得てい

る。一方、3D2系統では非攻撃性社会行動の全個別指標において有意な差を得てい

る。しかしながらヽｎＢ６系統において有意な差が得られなかったsnjnng＆fbnowing

およびmountingも、ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスの得点は野生型マウスの得点よりも高い傾

向を示しており、ｔ検定で有意な差が得られなかった原因は、個体間のデータの分散

が大きかったことに起因するものと考えられる。ちなみにnB6系統のデータを

Mann-Whitney'sしtestで分析したところ、mountingにおいては有意な差が得られ

た(U=27､pく0.05、両側検定)。さらに11B6系統と3D2系統の両GRP-R KOマウ

スの結果について直接比較を行なったが、個別の行動指標ならびに社会的行動のカテ

ゴリにおいて有意な差は認められなかった。これらの分析結果は、独立２系統の

GRP-R KO マウスについて、攻撃性社会行動および非攻撃性社会行動における系統
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差がないことを示していると同時に本実験において認められたＧＲＰ-Ｒ ＫＯマウス

の非攻撃性社会行動の九進がGRP.Rの欠損によるものであることの確たる根拠を示

すものといえる。

　上述のように２系統のGRP-R KOマウスにおいて攻撃性社会行動および非攻撃

性社会行動における系統差が認められなかったことから、実験２以降の各実験にお

いては、被験体を11B6系統のGRP-R KO マウスに統一した。
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２．実験２：攻撃性社会行動の下位分析一刺激誘発i生闘争テスト(shock-induced

　　　　　　aggresslon test)

　実験１ではGRP､R KOマウスにおいて攻撃性社会行動の変化が認められなかった。

しかしながら、先往者一侵入者法において攻撃性社会行動が認められなくても、これ

をもってGRP-Rが攻撃性全般にわたる調整に関与していないと結論することはでき

ない。

　先往者一侵入者法では、個別飼育による社会的刺激の剥奪の結果生じる情動性の

変化あるいは抗ストレス性の低下による攻撃性の迩進を、なわばり侵入者に対する同

種聞攻撃行動の形態で測定するものであるが、攻撃性の九進は社会的剥奪以外の要因

によっても規定され得る。その一つの主要な要因として、痛みや身体的苦痛が考えら

れる。痛みや身体的苦痛といった刺激が怒りの反応(rage response)や同種他個体あ

るいは異種個体に対する攻撃行動を誘発することが古くから知られている(65､66)。

そこで本実験においては、GRP.RKOマウスの攻撃性について、刺激誘発注闘争テ

スト(shock-induced aggression test)法を用いて、更なる分析を試みた。

1）方法

　被験体:雄のGRP-R KO マウス10匹､および同腹の雄の野生型マウス10匹｡GRP-R

KOマウスおよび野生型マウスは、C57BL/6系統に戻し交配を行なった第９世代(F9)

のマウスを用いた。マウスは生後約４ヶ月齢で、平均体重はそれぞれ29.7士0.4gと

29.9士0.8gであった。マウスは両遺伝子型のマウスが混在する状態で、１ゲージあた

り５匹の集団飼育を行った≒なお、摂食および飲水はテスト時を除いて自由とした。

　装置：電撃提示用グリッドフロア(20×20×2(H)cm)。ステンレス製グリッドの太

さは直径５ｍｍ、グリッド間の間隔は９ｍｍであった。また、ショックジェネレータ・

スクランブラ(室町機械製　SGS-002)およびグリッドフロアにかぶせてマウスの闘争

空間を作るためのガラス製ビーカ(1L)を用いた。

　手続き:7[bdeschiら(65)の標準的手続きに基づいて実験を行った。 GRP-R KO マ

ウスおよび野生型マウスをそれぞれ同じ遺伝子型の２匹ずつの組に分けた。２匹のマ

ウスをグリッド上に置き、上からガラスビーカーをかぶせ、フロアグリッドより電気
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ショック面ot shock)を提示した。電気ショックは400V 1.3mAの交流電流を0.2秒

ずつ１分間に60回の割合で90秒間提示した。90秒間のマウスの行動を観察レ攻

撃(闘争)反応の生起回数を測定した。なお、攻撃(闘争)反応は、マウスが後ろ足で

立ち上がり、互いに噛み付きあう反応とした(Fig. 2-3(A)参照)。゛3

　統計的検定：統計的分析はＦ検定によって等分散性について検定後、Studentのｔ

検定(両側)によって行った。

2）結果と考察

　結果はFig.2-3にまとめた。ＧＲ０．ＲＫＯマウスと野生型マウスの平均攻撃反応数

の聞には有意な差は認められなかった(t=0.52､n.s.)。

　本実験において、電撃提示下という極めてストレス負荷が大きく、かつ情動的な

反応の生起しやすい状況下においてもGRP-R KOマウスの攻撃桂社会行動に変化が

認められなかった。この結果は、先往者一侵入者法においてGRP-R KOマウスの攻

撃性社会行動に変化が認められなかった実験１の結果とともに、GRP-Rの欠損が攻

撃性社会行動に変化をもたらさないことを示すものと考えられる。
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゛2:本実験では、電撃提示によって誘発される攻撃行動について、社会的刺激の剥奪

による影響を排除するためにマウスを集団飼育条件で飼育した。

紹:孔deschiら（65）の標準的手続きでは、テスト試行に先行して予備試行を行ってい

る。予備試行では測定時間内に最低１回の攻撃（闘争）反応が見られた組み合わせだ

けを選別し、この組み合わせをテスト試行で実験に利用している。これに対して本実

験では、この実験系が比較的強い強度の電気ショックを被験体に与えるため、近年の

動物実験に関する倫理上の問題に抵触する可能性があることを考慮し、予備試行は行

わないこととした。しかしながら、結果的には実験に用いたマウスの全組み合わせに

おいてエ回以上の攻撃（闘争）反応が観察されたので/T［bdeschiらの標準的手続き

に準拠した実験であるといえる。
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　３．実験３：非攻撃性社会行動の下位分析（嗅覚刺激および標的オブジェクトの導

入による自発活動性の変化に関する分析）

　本実験においては、実験１においてＧＲＰ-Ｒ ＫＯマウスに認められた非攻撃性社会

行動の九進について下位分析を試みた｡本研究においては､snimng＆lbUowing､nose

touchingおよびmountingの諸行動指標を、非攻撃性社会行動としてカテゴリ化し

た。マウスにおけるこれらの行動は、飼育ゲージ等個体の生存空間内における縄張り

支配あるいは社会的順位等に基づいて表出されるものと考えられる。マウスにおける

sniffijng、丘)Uowingおよびnose touch桓g等の行動の解発要因は主として嗅覚刺激で

あると考えられるが、丘)nowmg、nose touchhlgおよびmountmg等、身体接触を伴

う行動は、接触可能な対象の存在が行動発現の必要条件と考えられる。そこで本実験

では、嗅覚刺激および身体接触可能な標的刺激(object)を導入することによって、

GRP-R KO マウスと野生型マウスの自発活動性の変化について検討を加えた。

1)方法

　被験体：雄のGRP､R KOマウス８匹、および同腹の雄の野生型マウス８匹を用い

た。GRP-R KOマウスおよび野生型マウスは、C57BL/6系統に戻し交配を行なった

第９世代(F9)のマウスを用いた。マウスは生後３ヶ月齢で、平均体重はそれぞれ24.

7土0.5gおよび25.8土0.7gであった。マウスは生後10週目より個別飼育条件下で飼育

した。なお、摂食および飲水は実験中を除いて自由とした。

　装置：赤外線ビーム式の活動量測定装置４基（ニューロサイエンス社：オープン

フィールドの寸法　275×275×210（H）mm）およびデータ記録・解析用パーソナル

コンピュータシステム（富士通ＦＭ-Ｖ）を用いた。

　材料：濾紙(20×20mm、厚さ0.2mm)、マウスと同程度の大きさで、緑色のビニ

ール製のカエルの人形(高さ45mm、幅30mm、厚み20mm)、および尿サンプル。

　尿サンプルはC57BL/6系統のマウスより、通常の保定下および電気ショックを与

えた状態で採取した。通常の保定下において雄および雌の尿サンプルを、電気ショッ

ク提示下では雄のみの尿サンプルを採取した。尿採取の際に提示した電気ショックは

400 V 0.3mAの交流電流で、0.2秒ずつ１分間に60回の割合で３秒間提示した。

30

１

１

1

，

－
Ｌ

Ｉ
　
■

－
－

ｆ
　
［

－
　
■
■
■
コ
ー
ー

■
　
■
Ｉ

■
一
■
Ｉ
■
皿
■
－



なお、採取した尿サンプルは200μ1ずつ分注して｡20でで凍結保存し、利用分を毎回

実験開始直前に水温にて解凍して使用した。

　手続き：マウスを活飴屋測定装置に入れ、５分間の活動量を測定した。測定項目は

移動運動量(distance traveled)・移動運動時間(time ambulation)・移動運動カウント

(ambulatory counts)、常圓行動量(stereotypiccounts)・常同行動従事時間(time

stereotypy)、立ち上がり反応(verticalcounts)、不動時間(time rest)、糞(fbcets)の数

および尿スポット(urj.ne)の数とした。活動屋測定装置(オープンフィールド)は各試行

毎に70％アルコールで清掃した。なお、行動測定中の照明はコンピュータディスプ

レイの明かり以外を消灯し、実験者は別室で待機した。実験は以下の３セッション

で構成された。

　セッションｊ：馴化訓練

　嗅覚刺激および標的刺激を提示せず、嗅覚刺激提示用の濾紙のみを装置床の中央

に配置して、中央に直径５ｍｍの穴をあけた紙製の粘着シールによって固定した。馴

化訓練は１週間の間隔をおいて２試行行った。

　セッション２：嗅覚刺激テスト

　馴化訓練終了の１週間後から開始した。装置床の中央に濾紙を配置し、中央に直

径５ｍｍの穴をあけた紙製の粘着シールによって固定した。中央部の濾紙露出部に尿

サンプル10μ1を滴下し、嗅覚刺激を提示した。嗅覚刺激の提示順序は、はじめに通

常保定下で採取した雄の尿、続いて通常保定下で採取した雌の尿、そして最後に電気

ショック提示下で採取した雄の尿とした。嗅覚刺激テストは各１週間の間隔をおいて

実施した。

　セッションj? :標的刺激テスト

　嗅覚刺激テスト終了の１週間後に行なった。装置床の中央部に標的刺激オブジェ

クトを横臥状態で配置・固定した。

　統計的検定：データはテストケージ内全範囲におけるマウスの活動、および嗅覚

刺激・標的オブジェクトの配置領域におけるマウスの活動に分け、別個に分析を行っ

た。統計的分析は二元配置の分散分析を用いた。また、多重比較はStudentのｔ検
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定(両側･片側)および対応のあるｔ検定(両側･片側)を用いた。

2）結果

　結果の分析は、まず、装置(テストケージ)全体領域におけるGRP-R KO マウスと

野生型マウスの自発活動性について、各行動指標毎に遺伝子型(GRP-R KO ＆WUd

tyT)e)×テスト条件(pretest 1､ pretest 2､ male odor test､female odor test､stress

odor test､object test)の二元配置の分散分析を行ない、同様の分析を装置床中央部の

刺激配置領域における自発活動性についても行なった。次に各テスト条件毎に装置

全体領域における個別の行動指標についてGRP.RKOマウスと野生型マウスを比較

し、同様の分析を装置床中央部の刺激配置領域における自発活動性についても行なっ

た。そして、ＧＲＰ．ＲＫＯマウスおよび野生型マウスの各々におけるテスト条件間の

差について個体内比較を行なった。なお、糞面cets)の数･尿スポット(ur伍e)の数の両

指標については、すべての分析において有意な差が認められなかった。そこで、以後

これらの指標については記述しない。

2)-1.遺伝子型およびテスト条件の効果

　遺伝子型およびテスト条件の効果について、繰り返しのある二元配置の分散分析

を用いて分析した。結果はTable 2-3.にまとめた。装置全体領域の活動に関する分析

の結果、全ての行動指標についてテスト条件の主効果が有意であった。一方、遺伝子

型の主効果については全ての行動指標について有意ではなかったが、不動時間(time

rest)および立ち上がり反応(vertical counts)において､有意水準には至らないものの、

遺伝子型の効果を示唆する結果が得られた。しかし、遺伝子型×テスト条件の有意

な交互作用は認められなかった。これに対して、装置中央部領域における活動に関す

る分析の結果、全ての行動指標についてテスト条件の主効果が有意であった。また、

移動運動時間(time ambulation)および常同行動従事時間(time stereotipy)の両指標に

おいて、有意な遺伝子型の主効果が認められた。しかし、遺伝子型×テスト条件の

有意な交互作用は認められなかった。

　全体領域における分析結果は、嗅覚刺激および標的刺激の導入が、GRP-R KO マ

ウスおよび野生型マウスのオープンフィールド全体における活動に対して同様の効果

を持つことを示している。一方、中央部領域における分析結果は、嗅覚刺激および
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標的刺激の導入によって、中央部領域におけるGRP.RKOマウスの活動性が野生型

マウスとの比較において異なる変化を生じている可能性を示している。

2)-2.遺伝子型の効果

　全体領域および中央部領域の活動について、ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスと野生型マウスの

間に有意な差が得られた指標をTable 2-4. およびF汝｡2.4にまとめた。全体領域に

おいて有意な差が認められた行動指標は、馴化訓練第２試行(pretest 2)における移動

運動の各指標および立ち上がり反応で、GRP-R KO マウスに有意な九進が認められ

た。また、標的刺激テスト(object test)における常同行動従事時間においてもＧＲＰ-Ｒ

ＫＯマウスに有意な九進が認められた。一方、中央部領域において有意な差が認めら

れたのは、馴化訓練第１試行(pretest 1)における常同行動従事時間および不動時間、

馴化訓練第２試行における移動運動時間(time ambulation)および移動運動カウント

(ambulatorycounts)、およびストレス刺激テスト(stress odor test)における移動運動

量(distance traveled)と移動運動時間であった。　馴化訓練第２試行で認められた全

体領域における活動性の完進は、づ役的行動特性の分析において認められた結果を追

認するものといえる。また、標的刺激テストにおける常同行動従事時間の九進は、

GRP-R KO マウスが新奇な対象と対峙した際、野生型マウスとは異なる反応を示す

ことを示唆するものである。これらの結果は、実験１で認められた非攻撃性社会行

動の九進と何らかの関連を持つ反応と考えられる。一方、馴化訓練第１試行および

馴化訓練第２試行においてGRP-R KOマウスに認められた中央部領域における各行

動の九進は、GRP.RKOマウスが野生型マウスとは異なり、オープンフィールド事

態において比較的早い段階から中央部領域に進出し、活動をしていることを示してい

る。この結果は、GRP.RKOマウスの不安反応性が野生型マウスとは異なっている

可能性を示唆するものである。同様に、ストレス刺激テストにおいて認められた中央

部領域における移動運動の迩進は、ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスがストレス刺激源に対して野

生型マウスよりも高い頻度で接近したことを示している。この結果は、ＧＲＰ．ＲＫＯ

マウスにおいて同種個体の発する嗅覚性のストレスシグナルに対する反応性に変化が

生じている可能性を示唆するものといえる。
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Table 2-4. Rasults of activlty test wlth odor stimuli and objed stlmulus

Behavlor mdices　　　　　　　　test condition （t-value＆p-value）

匯Z2�θar四aj2a加!面

Distance traveled

Time ambulation

Ambulatory counts

Time stereotypy

verticalcounts

Cenh�7area ana抄sjs

Distance traveled

Time ambulation

Ambulatory counts

Time stereotypy

Time rest

Pretest 2

Pretest 2

pretest 2

object

pretest 2

stressed odor

pretest 2

stressed odor

pretest 2

pretest l

pretest 1

(t＝2.37,p＜0.05)

(t＝2.64,p＜0.02)

(t＝2.80,p＜0.02)

(t＝2.00,p＜0.04,0ne-tailed)

(t＝1.81,p＜0.04,0ne-tajled)

(t＝2.69,p＜0.02)

(t＝2.13,p＜0.05,0ne-taned)

(t＝1.89,p＜0.04,0ne-tailed)

(t＝2.20,p＜0.05)

(t＝2.05,p＜0.03,0ne-tailed)

(t＝2.18,p＜0.05)
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2)-3.テスト条件の効果

　ＧＲＰ-ＲＫＯ マウスおよび野生型マウスにおけるテスト条件の効果について多重比

較を行なった。結果をTable 2-5.にまとめた(個々の計算値は示していない)。全体領

域におけるテスト条件の効果について最も注目すべき点は、嗅覚刺激の導入による自

発活動性の低下である(Fig. 2-4参照)。馴化訓練第１試行および馴化訓練第２試行と

各嗅覚刺激提示条件の間で、ＧＲＰ-Ｒ ＫＯマウス･野生型マウスともに自発活動性の抑

制が認められるが、特に野生型マウスにおいてその傾向が顕著である(Table 2-5a. 枠

内を参照)。一方、中央部領域におけるテスト条件の効果について最も注目すべき点

は、標的刺激の導入による自発活動性の低下である(Fig.2-4参照)。馴化訓練第１試

行および馴化訓練第２試行および雄の嗅覚刺激テスト(male odor test)の各テスト条

件との比較において、GRP-R KO マウス･野生型マウスともに標的刺激テストにおけ

る自発活動性に有意な低下が認められた(Table 2.5b.枠内を参照)。しかし、自発活

動性の抑制の程度はＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスと野生型マウスにおいてほぼ同様であった

(Fig.2-4)。これらの結果は、各刺激の導入がマウスの自発活動性に及ぼす効果が、

全体領域と中央部領域において異なることを示している。また同時に、これらの刺激

の導入による自発活動性の変化の様式がGRP-R KOマウスと野生型マウスの間で異

なる傾向があることを示している。

3)考察

　本実験においては、装置全体領域におけるマウスの活動の分析から、ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ

マウスの移動運動に九進が認められ、さらに常同行動および立ち上がり反応にも変化

が認められた(Table 2-3､4.)。また、嗅覚刺激の導入によって、GRP.RKOマウス・

野生型マウスともに、移動運動の抑制が認められたが、標的刺激の導入によって移動

運動の回復がみられた(Fig. 2-4､ Table 2-5㈲。さらに、刺激配置領域(中央部領域)

におけるマウスの活動の分析から、GRP-R KO マウスの中央領域における活動が野

生型マウスよりも迩進していること、およびストレス刺激に対するGRP-R KOマウ

スの反応性が野生型マウスと比較して九進していること、が明らかになった(Fig.2-4)。

　GRP-R KOマウスにおける移動運動の式進は、づ役的行動特性の分析結果を追試

するものである。本実験においては、馴化訓練第２試行において野生型マウスの移

動運動が低下傾向であるのに対して、GRP-R KO マウスでは低下の傾向がみられな
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かった(Fig.2-4(A)～(C))。これは馴化訓練第２試行においてGRP.RKOマウスと野

生型マウスの間に認められた移動運動の差の原因になっていると考えられる。づ役的

にオープンフィールド場面における活動性は、試行を繰り返すことによって低下する

ことが知られているので(67)、この結果はＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスでは新奇な環境に対す

る馴化の過程に変化が生じている可能性を示唆している。このことは、立ち上がり反

応の九進からも支持されよう(Fig.2-4(F))。

　次に嗅覚刺激の導入によってＧＲＰ-Ｒ ＫＯマウス・野生型マウスともに移動運動

の低下および不動時間の在進が認められた。これはGRP-R KOマウスが野生型マウ

スと同様に同種個体の匂いに対する正常な反応性を持つことを示している。マウス個

体の固有のなわばりとして確立されていない空間において、同種個体のにおいの存在

は、マウスに対して防御的反応を喚起することが予想される。活動量測定装置に対し

ては馴化試行およびその後のテスト試行においてある程度馴化が生じていることが予

想されるが、飼育ケージと比較した場合マウス個体にとって不慣れな場面であること

は変わりがない。従って、嗅覚刺激提示下の移動反応の低下・不動時間の九進は、新

奇場面におけるマウスの社会的防御反応と見なし得るだろう。しかしながら、標的刺

激の導入はGRP-R KOマウス・野生型マウスともに移動運動を回復させた(Table 5-

2a.枠Ａ参照)。これは標的刺激に対する反応が匂い刺激に対するような社会的反応

とは異なり、物理的環境の新奇吐が増したことによる、環境に対する脱馴化の反応と

考えることができる。この反応に間しても、GRP-R KO マウスは野生型マウスと同

様の反応をしており、特に行動変化は認められなかった。

　このように全体領域における活動の分析では、ＧＲＰ．ＲＫＯマウスに、移動運動・

常同行動および立ち上がり反応の冗進が認められたが、嗅覚刺激および標的刺激の導

入による行動変化には野生型マウスとの間に明らかな差は認められなかった。これに

対して、中央部領域における活動の分析においては、GRP.RKOマウスにおいて特

徴的な行動変化が認められた、すなわち、刺激の有無に関わらずGRP-R KOマウス

では中央領域への進出・中央領域での活動および中央領域における滞在時間などに九

進が認められたことである。づ投にマウスやラットでは、オープンフィールド観察に

おいて初期の段階ではケージのはじにおける活動が多く、中央領域への進出は少ない

とされている(68)。中央部領域への進出および中央部領域における活動は、環境に対

する順応の進展に伴って増加する。しかし、ＧＲＰ．ＲＫＯマウスではPretestの段階

において野生型マウスよりも有意に中央領域へ進出しており、その傾向は刺激を導入

しても続いている。これはGRP｡RKOマウスにおいて新奇環境への反応性の変化、
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すなわち新奇環境に対する不安性が欠如あるいは低下している可能性を示唆するもの

と考えられる。さらに特筆すべきは、雄のストレス刺激を導入した場合、GRP-R KO

マウスの中央部領域における活動が野生型と比較して有意に完進していることである。

マウスやラットではストレス反応や不安反応が匂い刺激を媒介として胴体問伝達され

ることが知られている。すなわち、電気ショックなどのストレスを加えられた個体の

尿などを刺激として回避行動を測定すると、披験マウスはブランクあるいは非ストレ

ス事態の匂い刺激を用いた場合と比較して、より強い回避行動を示すことが知られて

いる(69､発表論文4)。実験環境は異なるが、本実験においてGRP-R KOマウスがス

トレス刺激の配置領域に野生型マウスよりも有意に遂出し活動したことは、ＧＲＰ．Ｒ

ＫＯマウスにおける匂い刺激を媒介とした個体間情報伝達に何らかの変化が存在する

ことを示唆するものといえよう。

　このように本実験の結果は、実験１において観察されたGRP-R KOマウスにおけ

る非攻撃性社会行動の完遂に関して、不安性の欠如や個体間情報伝達あるいは同種他

個体認知における変化が関与している可能性を示している。
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４．実験４：不安および防御行動の分析一明暗箱テストおよび防御的覆い隠し

　　　　　　行動の分析

　実験３の結果から、GRP-R KO マウスにおいては野生型マウスと比較して不安関

連反応あるいは情脂性に変化が生じている可能性が示された。高架式十字迷路および

プレパルス抑制テストを用いた一般的行動特性の分析においてはこれらの反応につい

て変化が認められなかったが､テスト手法を変えて再度検討を加えてみる必要がある。

　本実験では、不安関連行動の評価法として明暗箱を用いた。明暗箱テスト(Light-

Dark Box lyest)は、高架式十字迷路(elevated plus maze)とともに不安関連行動の評

価法として確立された方法といえる(70)が、明暗箱テストは高架式十字迷路よりも装

置および測定が容易であるという利点を持っている。加えて本実験では、ＧＲＰ．ＲＫＯ

マウスにおける不安関連行動の変化の可能性について防御行動(defbnsive behavior)

の評価もあわせて行った。防御行動の評価法としては防御的覆い隠し行動(defbnsive

burying behavior)を採用した(71)。

1）方法

　被験体：雄のGRP-R KOマウス９匹、および同腹の雄の野生型マウス９匹を用い

た。GRP-R KOマウスおよび野生型マウスは、C57BU6系統に戻し交配を行なった

第９世代(F9)のマウスを用いた。マウスは生後４ヶ月齢で平均体重はそれぞれ

28.7土0.6gおよび28.9ﾆt0.4gであった。マウスはGRP-R KOマウスと野生型マウス

を混在した状態で4～5匹ずつの集団飼育を行った/1　なお、摂食および飲水はテ

スト時を除いて自由とした。

　装置・材料：①明暗箱テスト：アクリル製の明暗箱で床にはステンレス製のグリ

ッド(直径５ｍｍ、グリッドの間隔は10mm)が備え付けられている。明室は白、暗室

は黒でそれぞれ透明および黒の天蓋がついている。装置の内寸は明室(9×9.5×16(H)

cm)、暗室は(14×10.5×16(H)cm)、ギロチンドアの厚みは５ｍｍであった。

②防御的覆い隠し行動テスト：不透明なプラスチック製の水槽(内寸30×36×13(H)
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　｀゛1:一般的行動特性の分析が集団飼育条件で行われたので、本実験では飼育条件の

効果を排除するために集団飼育条件下で実験を行った。
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cm)、空気六のあけられたビニール製のふた、直径20mmのガラスビーズ(青色透

明)、および鮑屑の床敷であった。

　手続き：①明暗箱テスト：マウスを明室に入れ、天蓋を閉め、ギロチンドアを開

けてから、３分間マウスの行動を観察・記録した。行動の指標はマウスが暗室に入る

までの潜時(L-D latency)、明室と暗室の移動回数(No.of L-D movenlents)とした。

なお、L-D latency はテストの翌日に再度同条件で測定を繰り返した。

②防御的覆い隠し行動：水槽に厚さ５ｃｍの床敷を敷き、その中にマウスを入れて天

蓋を閉め、30分間の馴化試行を行った。馴化試行終了後、マウスを一度飼育ケージ

に戻し、その間にガラスビーズ20個を床敷上に５ｃｍ間隔で並べ、再度マウスを水

槽に戻し、30分後に床敷に埋められたガラスビーズの数を計測した。なお、ガラス

ビーズの2/3以上が床敷に隠れていた場合を埋められたものと見なした。馴化試行お

よびテストは通常の照明下で行ない、その間実験者は別室で待機した。

統計的分析：統計的分析はすべてMann-WhitneyのＵ検定（両側）を用いた

2)結果

2-1.明暗箱テスト

　結果はFig.2.5にまとめた。明暗移動潜時(L-D latency)は１回目の測定・２回目

の測定ともに､GRP-R KO マウスが野生型マウスよりも有意に短かった(一回目:U=4、

p<0.001; 2回目:U=12､p<0.05)。また、明暗移動回数(No.of L-D Movelnents)は

GRP-R KO マウスが野生型マウスよりも有意に多かった(U=8､p<0.002)。これらの

結果は、ＧＲＰ．ＲＫＯマウスにおける不安反応性が野生型マウスと比較して低下して

いることを示している。

2-2.防御的覆い隠し行動

　結果はFig.2-6に示した。埋められたガラスビーズの個数についてGRP.RKOマ

ウスと野生型マウスの間には差が認められなかった(U=35,5，n.s.)。この結果は，

GRP-R KO マウスの防御的反応性について変化が生じていないことを示している。
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3)考察

　本実験においては、①明暗箱テストにおいてGRP-R KOマウスの明暗移動潜時に

短縮がみられ、また明暗移動回数に増加が認められたが、②防御的覆い隠し行動に

おいてはGRP.RKOマウスと野生型マウスの間に有意な差は認められなかった。

　明暗箱テストにおいてGRP-RKOマウスの明暗移動潜時が短縮されたことおよび、

明暗移動回数が増加したことは、GRP､R KOマウスの不安反応性が野生型マウスと

比較して低下していることを示すものと考えられる。この結果は実験３において

GRP-R KO マウスが野生型マウスと比較して中央部領域への進出および中央部領域

における活動の九進を示したことと一貫する結果といえよう。一方、防御的覆い隠し

行動においてはGRP-R KOマウスと野生型マウスの聞に差は見いだされなかった。

この結果は実験エにおいて観察されたGRP-R KOマウスにおける非攻撃的社会行動

の九進が必ずしも侵入者に対する防御反応の九進によって生じたわけではないことを

示唆するものといえよう。
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第３節　GRP-Rの行動調節機能に関する考察

本節では第２節における諸実験の結果より、マウスにおけるGRP.Rの行動調節

機能について考察を加える。

　第２節の実験１において、GRP.RKOマウスは社会的相互作用の在進を示した。

これまでにも神経伝達物質あるいは他の神経ペプチド受容体の欠損マウスにおいて社

会的相互作用の迩進例が報告されている(62､72)。しかし、多くの場合は、たとえば

セロトニン受容体サブタイプ1B(5-HTs受容体)の欠損のように攻撃性社会行動の

九進を報告しており(72)、本研究でGRP-R KO マウスに認められたような非攻撃性

社会行動の迩進は報告されていない。また、第１節で述べたように、視床下部の破壊

による行動変化についても、多くの場合攻撃性社会行動の九進が報告されており

(58､59)、例外的な結果においても、社会的場面における活動性の低下に起因する行

動変化が報告されているにすぎない(64)。このようにGRP-R KO マウスにおける非

攻撃吐社会行動の九進はきわめて異例な現象であり、社会行動の神経メカニズムの研

究において新たな方向性を示すものと考えられる。

　社会行動の神経メカニズムに関しては、行動学的解析法をはじめとして、行動薬

理学的解析法など諸種の解析手段が考えられるが、GRPの行動薬理学的研究の結果

から社会的行動の変化を予見し得る知見が得られていない現状から(第工節２項参

照)、本研究においては要因分析による行動学的解析を行なった。すなわち、すでに

繰り返し述べてきたように社会的行動を攻撃性社会行動と非攻撃性社会行動の二つ

の下位カテゴリに分け、その各々のカテゴリについて、寄与率が高いことが予想され

るいくつかの要因に焦点を当てて分析を行ない、そこからさらに下位の要因について

分析を行なう方略をとった。

　まず、攻撃性社会行動については、苦痛あるいは強度のストレス負荷の効果につ

いて検討した(実験２)。しかしながら、電撃提示条件下においてもＧＲＰ．ＲＫＯマ

ウスの攻撃性には変化がみられなかった。電撃の提示によってすべての個体において

攻撃性が宜進するわけではないが(65参照)、この結果は少なくともGRP.Rが攻撃性

社会行動の抑制的調節について主要な役割を担っているわけではないことを示してい

る。一方、非攻撃吐社会行動に関しては、同種個体の匂い刺激あるいは標的オブジェ

クトの導入による活動性の変化を指標として分析を行った。匂い刺激の導入はマウス

の活動性に大きな影響を及ぼすことが予想されたが、事実GRP-R KOマウス・野生
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型マウスともに活動性の低下が認められた。同種個体の匂いによる活動性の低下は、

不安反応あるいは防御反応によるものと考えられるが、同種個体の匂い刺激の導入に

よってＧＲＰ-ＲＫＯマウスと野生型マウスの間に差がみられなかったことは、GRP-R

KOマウスと野生型マウスの間で不安反応あるいは防御反応に差違がないことを示す

と思われた。そこでさらに、刺激を配置した中央部領域におけるマウスの活動につい

て分析を行ったところ、ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスでは雄のストレス刺激が提示された場合

に野生型マウスと比較して有意に刺激への接近が宜進することが示された。前節でも

述べたとおり、一般にマウスは強いストレスを受けた同種個体の匂いを避ける傾向が

あることが知られているが(69､発表論文４)、ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスでは逆に接近する傾

向が示された。このことはＧＲＰ-ＲＫＯマウスにおける非攻撃性社会行動の迩進につ

いて考察する上できわめて重要な結果といえる。すなわち、先往者一侵入者法による

社会的相互作用の場面は、侵入者マウス卵truder)により多くのストレス刺激を負荷

するものと考えられる。そのために、同種他個体の既存のなわばりである新奇な環境

は侵入者マウスに対して大きな心理的･内分泌学的な負荷を生じることが予想される。

侵入者マウスにおけるこの状況は、程度の差は考えられるものの、電撃によるストレ

ス負荷と類似のシグナル(たとえば尿によるストレスシグナル)をマウス個体に生じ

させる可能性がある。GRP-R KO マウスが侵入者マウスに対して執拗な接近・接触

を繰り返したことは、新奇な環境において侵入者マウスが発するストレスシグナルに

対する過剰接近反応と解釈することが可能である。

　さらに、オープンフィールド事態におけるGRP.RKOマウスの中央部領域への進

出および中央部領域における活動の迩進は、匂い刺激を提示しない状態においても観

察された｡匂い刺激の有無に関わらず中央部領域への進出などが迩進していることは、

GRP-R KO マウスにおいて不安反応の低下が生じていることも示唆している。本研

究では、不安反応および防御反応について別個の下位分析を行った。明暗箱テストに

よる不安反応の分析においては明らかにGRP-R KOマウスにおいて不安反応の低下

を示す結果が得られた。一方、防御的覆い隠し行動を用いた防御反応の分析において

は両者の間に差違は認められなかった。これらの結果から、GRP-R KO マウスにお

いては不安反応が低下しているものの､防御反応は正常であることが明らかにされた。

２種のテストにおける結果の違いは、明暗箱のような実験事態で測定される不安反応

が具体的な対象が存在しない状況下でも生じ得る反応であるのに対して、防御的覆い

隠し行動によって測定される防御反応は具体的な対象が存在することによって解発さ

れる反応であることに由来すると考えられる。つまり、防御的覆い隠し行動の内因と
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なっている不安反応と明暗箱テストによって評価される不安反応は質的に異なる別個

の不安反応であるといえよう。社会的相互作用の実験場面において、侵入者マウスは

基本的には先住者マウス(resldent)よりも社会的に下位の存在であり、先往者マウス

にとって防御の対象ではないと考えるならば、ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ マウスが侵入者マウスに

対して執拗な接近・接触を繰り返したことは、GRP-R KO マウスにおいて不安反応

が低下した結果によるものとも考えられよう。

　このように、GRP-Rの欠損による非攻撃性社会行動の九進は、他個体の発する嗅

覚性のストレスシグナルに対する反応性の変化および不安反応性の低下によって生じ

たものと考えられる。嗅覚性のストレスシグナルに対する反応性の変化および不安反

応性の低下は、GRP-R KO マウスにおいて刺激の情動喚起機能、あるいは刺激の情

動性に対する評価機能に変化が生じていることを示すものといえる｡これらの点から、

内在性のGRPによる行動調節機能は、刺激の情動喚起機能あるいは刺激の情動性に

対する評価機能の調節と推察される。
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第３章ボンベシン受容体サプタイプ３欠損マウス(BRS-3 KO マウス)の行動解析

第1節概論

１．ボンベシン受容体サブタイプ3(BRS-3)の脳内分布

　BRS-3の脳内分布はラット(42)およびマウス(73)についてin sjtu hybrldjzatjon法

を用いて調べられているが、その発現量は他のボンベシン様神経ペプチド受容体

(GRP-R、 NM:B-R)と比較して格段に少なく、またその分布部位も限局されている。

マウス脳内におけるBRS-3の発現部位は、主として視床下部領域であることが報告

されているが(73)、さらに詳細な分析を行った。仙si£u hyl)ridjza£jonの方法はlmaki

らに従った(74)。結果はTable 3.1.にまとめた。BRS.3は根床下部領域だけではなく、

隣接する中隔(seputum)･扁桃体(amygdala)にも分布しており(Fig.3-1参照)、さら

に脳幹においては傍小脳脚接(parabrachial nucleus)の外側(1ateral parabrachjal

nucleus:LPB)にも発現が認められた。これらBRS-3の分布領域と行動の対応関係に

ついては、おおよそ以下のとおりである。すなわち、中隔領域における分界条基底核

(bed nucleus　stria termin油s)や視床下部(hypothalamus)領域における室傍核

(paraventricJar nucleus: PVN)および視床下部外側部(1ateral hypothalamic area:

LH)は、摂食行動の調節に深く関与していることが知られている(50､75､76)。また、

扁桃体の内側接(madial amygdaloid nucleus: 特に後背側部posterodorsal

amygdala: MePD)も同様に摂食行動の調節に関与していることが報告されている

(77-82)。さらに近年、視床下部領域の破壊によって味覚反応性の変化が生じるとい

う報告もなされている(83-86)。なお、根来下部領域および扁桃体が情動機能や社会

性に関しても重要な役割を果たしていることは、第２章第１項で述べたとおりであ

る。

2.BRS-3 KO マウスの表現型

　BRS-3 KO マウスの表現型についてはTable 3-2.にまとめた。第１項で述べたとお

り、BRS｡3の脳内分布は主として摂食行動に関連すると考えられる領域であり、ま

た主たる表現型が軽度の過食と肥満であることから、生理学的・内分泌学的分析を行

った。経口葡萄糖負荷テスト(Ora1 Glucose 7n)1er皿celbst: OGrrs)においては血中

54

j
.
|
.
L
＆
_
　
a
i
i
a
l

－
－

｜

・
－
　
皿
一
＝
一

－
＝

|!

Ｉ
－

一
一
・
ｉ
‐
　
―
‐

－
‐
‐
－



‾-｀X
　　　　　　　　　　.=－－.－5j.ミ.

｀乙～¬ミ~乙～..－　，･，z~ぴμ“･皿･‾

Table 3-1.Distnbution of BRS-3 geneexpression m the mouse bram
町

ｙ
Ｉ
Ｉ
Ｉ

ｉ

Ｉ

曇

ｌ

Ｉ
Ｔ

Ｉ

一

Ｓ

ｉ

ｌ

ｌ

－

一
ｔ
ｓ
ｉ
’

ｉ

　
　
■
－
－

　
　
－
－
－

痴
讐
葦
奮
堡
・

･嘱

Septum

Hypothalamus

Amygdala

Brainstem

bed nucleus stna termmalis

striohypothalamlc nucleus

paraventncular nucleus

庄rcuate nucleus
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me(hal preoptic nucleus

ventromedial nucleus

dorsomedi証nucleus

dorsal hypothalamic area
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Abbreviations: pd， posterodorsal part (see Fig. 3-1);pv; posteroventral part; 十，

weak to moderate signa1
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Fig.　　3-I　　Darkfield　　photomicrograph　　of　coronal　　section　　through

thalamohypothalamlc reglon hybridized with BRS-3 antisense probe (A)andsense

probe(C).B: Nisslstained section adjacent to A. Abbreviations: ic,mternal capsule;

ly lateral ventncle; MePD， medial amygdaloid nucleus， posterodorsal part; opt，

optlc tract.Scale bar indicates 0.1 mm.
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葡萄糖濃度およびインシュリン濃度の上昇が、またインシュリン附けテスト(lnsuhn

lolerance顎st: ITTs)においては血中葡萄糖濃度の降下が野生型マウスと比較して顕

著に減弱していた。これらの結果はBRS-3 KO マウスが糖尿病傾向をもつことを示

しており、過食および肥満からの予測を裏付けたものである。また、肥満の原因は過

食ばかりでなく、代謝異常にも求められる。BRS-3 KO マウスの安静時酸素消費量

は、野生型と比較して有意に低下しており、この傾向はBRS-3 KO マウスに肥満傾

向が現れる以前から示されている。また、一日当たりの給餌量を体重の５％に制限し

た制限摂食下において体重変化を調べたところ、BRS-3 KOマウスでは、野生型マ

ウスよりも有意に体重減少が緩やかであった。これらの結果は、BRS-3 KO マウス

においてエネルギーの蓄積効率が迩進していることを示している。一方、飼育ゲージ

内における自発活動量を測定したところ、BRS-3 KO マウスと野生型マウスの聞に

有意な差は認められなかった。この結果は、BRS-3 KOマウスの肥満傾向が活動性

の低下によるものではないことを示している。これらの点から、BRS-3 KO マウス

における肥満は、過食傾向およびエネルギー蓄積効率が高まっていることに起因する

ものと考えられる。

　このようにBRS-3 KO マウスに見られる血中インシュリン濃度の上昇、および成

長ホルモンの低下等の各表現型は、ヒト(特に小児)における視床下部性の肥満の症例

と良く類似しており(87)、また従来から報告されてきた各種肥満モデル動物(88-90)と

比較して、肥満および過食の程度がヒトの症例に近いことから、BRS-3 KO マウス

は肥満の新しいモデルマウスとして、臨床的見地からも極めて有用なものと考えられ

る。

3.BRS-3 KO マウスにおける行動解析の方針

　本節第１項において述べたBRS-3の脳内分布および、第２項で述べたBRS-3 KO

マウスの表現型をもとにして、BRS.3KOマウスの行動解析の方針を以下のように

設定した。まず第一にBRS-3が脳内において視床下部および扁桃体に分布してお

り、かつその部位が摂食行動の調節に深く関与することが示唆されている点に注目し

た。視床下部の室傍核の破壊が過食および肥満の症状を生起すること(50､76)、また

同様な現象が扁桃体内側核の破壊によっても生じることが明らかにされている(77-

82)。また、これらの部位の破壊がいわゆる満腹中枢である視床下部腹内側核

(ventromedial hypothalamic nucleus:VMH)の破壊によって生じる肥満および過食
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Table 3-2. Summary ofphenotype observed in BRS-3 KO mice

≒

Measurement of analysis

PhysiologlcalAnalysis Body welght

Adipose tissue

Blood pressure

Foodintake

Watermtake

Phenotype of mutant

＋（after 14 weeks）

＋
　
＋

＋

一

(after 15 weeks)

(belbre 10-12 weeks)

Blood analysis and, serum metabohtes and hormone level

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　msuでLin　　　　　　　　　十

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Growthhormone　　　　一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〇ralμucosetolerance test (OGrrs)

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Glucose　　　　　　　　十

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lnsuhn　　　　　　　十

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lnsulintolerance test (Irrs)

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lnsunntolerance　　十(after 38 weeks)

Metabohc rate and energy expenditure

　　　　　　　　　　　　　　　　　　oxygen consumptlon　　－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Body welght change under restncted fbe(hng

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

Behavlor Spontaneous activity　　Normal

Forced swimming test　Normal

Note)十:mcreased m BRS-3 KO mlce; －:decreased m BRS-3 KO mice
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とは量的に異なっていることも報告されている(50.n-82)。すなわち、VTMHの破壊

では極端な過食・肥満が生じるが(90)、PVNや扁桃体後背側核(MePD)の破壊によっ

て生じる過食や肥満はより穏やかなものである。BRS-3がＶＭＨには分布していな

いこと、およびその欠損による過食・肥満の程度が穏やかなものであることから、

BRS-3 KO マウスにおける肥満や過食はPVN/MePD由来のものと推測される。第１

項で述べたとおり、視床下部領域および扁抗体の破壊によって味覚反応性の変化が生

じることが報告されているので、BRS-3KOマウスにおいても味覚反応性における

変化が生じている可能性がある。

　次に第二点として、BRS.3KOマウスにおける社会性の変化に注目した。第２章

で述べたとおり､視床下部および扁桃体は情脂性や社会t生の調節に深く関連している。

このことから、BRS-3 KO マウスにおいても社会既あるいは情脂性に変化が生じて

いる可能性が考えられる。過食および肥満と情動性あるいは社会既の関係については

全く未知であるが、仮にこれらの間に関連があるとすれば、過食･肥満の発症ならび

に進行における心理社会的メカニズムの解明に新たな礼巾iを与えるものとなるであろ

う。

　これらの点から、本研究ではBRS-3KOマウスにおける味覚反応性の変化および

情動性･社会既について詳細な行動学的検討を加えることとした。解析の方法として

は、まずBRS-3 KO マウスと野生型マウスにおける味覚選好性の異同について分析

し、さらに味覚学習の異同について分析を加えた。また、情動性･社会性の変化につ

いては、飼育条件を独立変数とし、体重変化および摂食量を従属変数とした分析を行

い、さらに自発活動量および社会的相互作用について分析を加えた。
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第２節実験

1.肥満および過食と味覚選好吐の変化

　肥満および摂食障害は世界的に深刻かつますます拡大しつつある問題となっている。

これらの疾患は医学的･心理社会学的およびその他さまざまな要因が複雑に交絡する

ことによって発生･進行するものと考えられる。行動療法の観点から、これらの疾患

の病理学的発生要因および経過に関与すると考えられる多くの行動要因について、ヒ

トおよび動物モデルを用いた検討がなされてきた(87-89､91､93)。その中でも特に注目

されてきた行動要因が摂食パタン(87-89､91-93)と主要栄養素(炭水化物･脂肪･蛋白質)

に関する選好(83､89､94-97)である。なぜならば、これらの行動はエネルギー収支と体

重増加に直接的に関与することが予想されるからである。摂食パタンに関しては、摂

食率(eatmg rate)‘食事間隔(mter-meal interval)‘および食物剥奪の効果(e羨ct of

deprivation)と肥満･過食の関連が検討されてきた。また、主要栄養素の選好および

食物の嗜好性に関する諸研究からは、肥満患者あるいはモデル動物が正常個体と比較

して｢おいしい食物(palatable丘)od)｣に対する嗜好性が強いことが明らかにされて

いる(83､84､93､94)。さらにモデル動物による研究からは、肥満動物における味覚選

好性の変化も報告されている。 ＶＭＨ を破壊したラットや遺伝的肥満マウス(涌/涌

mouse)では、甘味に対する嗜好性が迩進している一方、苦味に対する嫌悪性も完進

していることが報告されている(85､98､99)。近年、味覚選好性の神経学的･分子生物

学的メカニズムについて研究が進展しつつあるが(100-103)、味覚選好性の変化と肥

満・過食の関係は未知の伏態である。これらの関連を明らかにすることは、肥満・過

食の予防･病態生理学的解明および行動療法の新たな方向性を開拓する可能性を示す

ものと考えられる。そこで本研究では、BRS｡3KOマウスにおける味覚選奸吐の変

化について、味覚選好性テストおよび味覚嫌悪栄伴づけの手法を用いた行動学的解析

を行った。
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1）実験１：味覚選好性の分析－Taste pref13rence test

1)-1.方法

　被験体:雄のBRS-3 KO マウス、および同腹の雄の野生型マウス各８匹を用いた。

BRS-3 KOマウスおよび野生型マウスはC57BLy6系統のマウスに戻し交配を行った

第５世代(F5)のものを用いた。マウスは実験開始時に約７ヶ月齢で、平均体重はそれ

ぞれ41.2士1.1gおよび32.1士2.6gであった。なお、マウスは実験開始の１ヶ月前か

ら個別飼育条件で飼育をおこない、摂食および飲水は自由とした。

　装置･材料：実験はすべて飼育ケージ内で行った。味覚刺激としては、以下のもの

を用いた。甘味：サッカリンナトリウム水溶液(0.2％､w/V)、塩味：塩化ナトリウム

水溶液(0.9％､w/V)、酸味：クエン酸ナトリウム水溶液(0.1％､w/V)、および苦味：キ

ニーネ硫酸塩水溶液(0.002％、w/V)。水溶液は実験開始直前に各味覚物質を水道水に

溶かして調製･準備した。

　手続き：実験に先立ち２日間の馴化試行を行った(Day 1-2)。馴化試行では２本の

プラステック製のチューブ(15m1)にステンレス製の飲みロをつけたものに水道水を入

れ、飼育ゲージに取り付けた。馴化試行終了後、２瓶法による味覚選好テストを行っ

た。テストは２日間の休息試行(Day 7-8)をはさんで２セッション行い(Day 3-6､ Day

9-12)、それぞれのセッションですべての被験体にすべての味覚刺激を提示した。ゲ

ージに水進水を入れたチューブと味覚刺激溶液を入れたチューブをともに取り付け、

24時間あたりの水道水および味覚刺激溶液の摂取量を1/100g単位で測定した｡なお、

水および味覚刺激溶液は毎日交換した。また、後半のセッション(Day 9-12)では、水

道水と味覚刺激溶液の配置位置を前半のセッション(Day 3-6)と入れ替えた。

　統計的検定：統計的分析はＦ検定によって等分散性について検定後、Studentのｔ

検定（両側）によって行った。

l)-2.結果

実験１の結果はFig.3､2にまとめた｡味覚選好性テストの結果は､選好率(pre柘rence
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ratio斤によって示してある。BRS-3KOマウスはサッカリンナトリウム水溶液に対

して野生型マウスよりも有意に高い選好率を示し(t=2.89,p<0.02)，またキニーネ硫

酸塩水溶液に対して野生型マウスよりも有意に低い選好率を示した(t=2.81,p<0.03)。

塩化ナトリウム水溶液およびクエン酸水溶液に対する選好率においては，BRS.3KO

マウスの選好率にやや高い傾向が見られたが，これらの差は有意水準には達しなかっ

た(それぞれ，七=0.29,n.s.け=1.53,n.s.)。これらの結果はBRS-3 KO マウスにおいて

甘味に対する選奸院および苦味に対する嫌悪性が九進していることを示している。

゛1:選好率(prefbrenceratlo)は以下の式によって算出した。

　Prefbrence ratio＝(amount of test solution consumed)/{(amount of test solution

con8umed)十(amount ofwater consumed)}
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2）実験２：味覚学習の分析－Conditioned Taste Aversion lbst

2)-1.方法

　被験体：雄のBRS-3 KOマウス36匹、および同腹の雄の野生型マウス35匹を用

いた。BRS-3 KOマウスおよび野生型マウスはC57BLy6系統のマウスに戻し交配を

行った第５世代(F5)のものを用いた。マウスは実験開始時に約７ヶ月齢で、平均体重

はそれぞれ36.4士LOgおよび29.7士0.5gであった。なお、マウスは実験開始の１ヶ

月前から個別飼育条件で飼育を行った。

　装置･材料：実験はすべて飼育ゲージ内で行った。条件刺激(Conditioned stimulus:

CS)としては、以下のものを用いた。甘味：サッカリンナトリウム水溶液(0.2％､w/v)、

塩味：塩化ナトリウム水溶液(0.9％、w/v)。水溶液は実験開始直前に各味覚物質を水

道水に溶かして調製･準備した。また、無条件刺激(Unconditioned stimulus: US)と

しては塩化リチウム水溶液(0.3M)を体重100g当たり1mj1の割合で腹腔内注射

(1ml/100g body weightjp)することによって提示した。

　手続き：実験に先立ち２日間の馴化試行を行った(Day 1-2)。馴化試行では１本の

プラスチック製のチューブ(15ml)にステンレス製の飲み口をつけたものに水道水を入

れ、飼育ケージに取り付けた。馴化試行終了後、マウスに飲水制限訓練を行った。訓

練では、一日約19時間の飲水制限を行い、10分間の飲水訓練を行った。飲水訓練の

４時間後に制限飲水による水分摂取の不足を補うために１時間の補助飲水を許した。

７日間(Day 3-9)の飲水訓練の後、２日間の条件づけ試行を行った(Day 10-11)。BRS-

3KOマウスおよび野生型マウスはそれぞれ飲水訓練における飲水量に偏りがないよ

うに２群に分配した。BRS-3 KOマウスおよび野生型マウスそれぞれの１群は条件

刺激としてサッカリンナトリウム水溶液を、他の１群は条件刺激として塩化ナトリ

ウム水溶液を用いた。マウスにはそれぞれ所定の味覚刺激水溶液を10分間摂取させ、

摂取終了直後に半数の被験体には塩化リチウム水溶液を、残りの半数の被験体には生

理食塩水の腹校内投与を行った。条件づけ試行終了の４時間後に60分間の補助飲水

を許した。２日間の条件づけ試行に練いて、テスト試行を行った(Day 12)。テスト試

行では、すべてのマウスに対して所定の味覚刺激水溶液を10分間提示し、その摂取

量を1/100g単位で測定した。なお、餌は10分間の味覚刺激提示中を除いて自由摂
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食とした。

　統計的検定：統計的分析は一元配置の分散分析によって行った。また多重比較は

ダンカンの方法(Duncan's multiplecomparison methodヽ両側検定)を用いた。

2)-2.結果

　実験２の結果はFig.3､3にまとめた。 Fig.3-3(A)はサッカリンナトリウム水溶液を

条件刺激としたテスト(サッカリンテスト)の結果を、Fig.3-3(B)は塩化ナトリウム水

溶液を条件刺激としたテスト(塩化ナトリウムテスト)の結果を示している。なお、味

覚嫌悪条件づけの結果は、嫌悪得点(aversion score)別こよって示してある。

　サッカリンテストにおいては、一元配置の分散分析においてグループの主効果が有

意であった(F(3､35)=24.43､p<0.001)。多重比較の結果、BRS-3 KO マウスでは野生

型マウスと比較して有意に嫌悪得点が低下していた(T=3.22､p<0.05)。同様の結果は、

塩化ナトリウムテストにおいても観察された。一元配置の分散分析においてグループ

の主効果が有意であった(F(3､34)=138.41､p<0.001)。多重比較の結果、BRS-3 KO マ

ウスの嫌悪得点は野生型マウスと比較して有意に低下していた(T=3.39､p<0.05)。

　これらの結果は、BRS､3 KO マウスにおいて塩化リチウムの腹腔内投与を無条件

刺激とした味覚嫌悪条件づけの形成が促進されることを示している。

゛2:嫌悪得点(aversion score)は以下の式によって算出した。

　Ayersion score ＝(amount of CS solution consumed in the test trial)/{(amount of

CS solution consumed m the 丘rstconditionmg tnal)＋(amount of CS s〔〕lution

consumed m the test tnal)}
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3）肥満および過食と味覚選好性の変化の神経機構

　本実験においては、BRS-3 KO マウスにおいて味覚選好胎こ変化が生じているこ

と(Fig.3-2)、およびBRS-3 KO マウスにおいて味覚嫌悪条件づけの形成が促進され

ること(Fig.3-3)、が明らかにされた。

　味覚選好性テストにおいて、BRS-3KOマウスはサッカリンナトリウムに対して

野生型マウスよりも強い選奸吐を示す一方、キニーネ硫酸塩に対して野生型マウスよ

りも強い嫌悪を示した。これらの結果は、BRS-3 KO マウスが味覚刺激の｢おいし

さ(palatabmty)｣に対して野生型マウスよりも強い反応性をもつことを示している。

また、BRS-3 KO マウスがサッカリンナトリウム水溶液に対して強い選好性を示す

一方で、塩化ナトリウム水溶液に対する選好削こは変化が認められなかった。にもか

かわらず、味覚嫌悪条件づけテストにおいてBRS.3KOマウスはサッカリンナトリ

ウム・塩化ナトリウムいずれに対しても野生型マウスよりも強い嫌悪を獲得した。こ

れらの結果は、BRS-3 KO マウスが生得的に選好する味覚刺激に対しても強い嫌悪

学習を形成することを示している。肥満患者あるいは肥満モデル動物において、食物

や味覚刺激のおいしさ(palatab止ty)あるいはまずさ(aversiveness)に対する過剰反応

性(hyperresponsiveness)が報告されているが(87-89､94)、これらの報告は主として食

物あるいは味覚刺激に対する生得的あるいは静的な選好に関するものであった。これ

に対して本実験では、BRS-3KOマウスが生得的あるいは静的な味覚選好だけでは

なく、学習性の嫌悪においても過剰反応性を示すことを明らかにした。

　本実験で得られた結果は、obﾉobマウスの名称で知られている他の遺伝的肥満マウ

スの研究から得られた結果とほぼ一致するものである。正常マウスと比較した場合、

訪/涌マウスは甘味に対する反応性が九進しており(98)、またより強度の条牛既味覚

嫌悪を形成することが報告されている(104)。訪/涌マウスでは、脂肪細胞によって産

生されるレプチン(1eptin: OB 蛋白(ob protein)とも呼ばれる)が欠如している。レプチ

ンはＶＭＨおよびPVNを含む視床下部領域に分布しているレプチン受容体(1eptin

receptor)を介して機能している(105)。すでに述べてきたとおり、ＶＭＨおよびPVN

は摂食行動の調整に深く関与していることが示されており、動物実験の結果からはこ

れらの部位の破壊によって肥満が生じることが明らかにされている(50､77､83-86､106)。

BRS-3も視床下部領域に分布しており(73)、第１項に示したjn sjl;uhybndjzatjon法

による詳細な分析から、視床下部領域におけるBRS.3がPVNおよびLHに分布し

ている一方、ＶＭＨには分布していないこと、さらに扁桃体領域におけるMePD、
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MePV(posteroventral amygdala: 扁桃体後腹側核)およびCeA(central amygdaloid

nucleus:扁抗体中心核)にも発現していることを確認した。

　上記の観察結果から、BRS.3KOマウスとo辰)bマウスの間における過食･肥満傾

向の量的な差違は、ＶＭＨにおける神経機能の欠損に起因するものと考えられる。し

かし、BRS-3 KOマウスにおける過食･肥満傾向がobん)bマウスと比較して穏やかな

ものではあるものの、味覚刺激に対する反応性の九進はobﾉobマウスに認められるも

のと同等のものといえる。これらの結果は、過食および肥満と味覚反応性の変化が共

存して生起し得ることを示すものである。過食・肥満傾向と味覚反応性の変化はラッ

トにおけるPVNの破壊実験からも報告されている(50)。BRS-3･レプチン受容体の

いずれもがPVNにおいて発現していることから、両遺伝的肥満マウスに認められた

味覚反応性異常はPVNにおける神経系の異常に起因するものであると説明すること

が可能であろう。しかしながら、近年扁桃体の破壊が肥満(77-82)および味覚反応性

の異常を生起するという報告も多数なされており(100-103､107､108)、また扁桃体お

よび傍小脳脚核が条件性味覚嫌悪の獲得に重要な役割を果たしていることも明らかに

されつつある(101､102)。BRS-3の発現は、扁桃体および傍小脳脚核においても確認

されたので、BRS-3 KO マウスにおける味覚反応性の変化に関してPVN同様、これ

らの核の関与も考えられる。

　本実験の結果は、肥満と味覚反応性の変化が互いに関連していることを示してい

る。しかしながら、味覚反応性の変化が過食および肥満にいかなる寄与をしているの

かという点については、現時点では未解決のままである。この点に関する更なる検討

が必要である。
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２．飼育環境と肥満･過食の関係

　飼育環境･条件は動物の行動の決定的な規定因である。この事実は広範な種の動物

において明らかにされている。隔離飼育されたマウスは攻撃性社会行動および社会的

相互作用の完遂を示し(109)、また移動運動が完進する一方で探索行動(exploratory

behav-ior)の低下が報告されている(UO)。同様に、隔離飼育されたラットにおいても

自発活動性の完遂および環境刺激に対する反応性の変化が報告されている(1U-113)。

伝統的には、隔離飼育による行動および内分泌学的な変化は、社会的に隔離された動

物の神経過敏性によるものとみなされてきた(114)。一貫した結果が得られているわ

けではないが､近年では隔離飼育が血中コルチコステロン濃度の上昇をもたらすなど、

個体に生理学的な反応をもたらすことが明らかにされてきた(n2､115､n6)。もし仮

に、隔離飼育による行動学的な変化が内分泌学的変化あるいは代謝機能の変調に起因

するものであるのならば、代謝機能に密接に関連していると考えられる摂食行動もま

た、隔離飼育によって影響を受けることが予想される。事実ラットでは個別飼育を行

うと集団飼育下で飼育されている個体よりも摂食量が減少することが古くから知られ

ている(117)。しかしながら、肥満モデルマウスを用いた研究は行われていないため

に隔離飼育が過食および肥満に与える影響については全く未知のままである。した

がって、隔離飼育と肥満の関係を調べることは、肥満症の心理一内分泌学的基礎過程

について新たな知見をもたらすものと考えられる。

　そこで本実験では、隔離飼育がBRS-3 KO マウスの摂食量と体重変化におよぼす

影響について検討を加える。まず、BRS-3 KO マウスと野生型マウスについて、個

別飼育(隔離飼育)と集団飼育の２種の飼育条件を独立変数として、体重変化および摂

食量について比較した。次に、飼育条件が自発活動性に与える影響について分析を行

い、さらに、個別飼育による社会的行動の変化について分析を行った。
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1）実験１：飼育条件と体重変化および摂食量の関係に関する分析

1)-1.方法

　被験体：実験１と実験２は同じ動物を用いて実験を行った。雄のBRS-3 KOマウ

ス、および同腹の雄の野生型マウス各16匹を用いた。 BRS-3 KOマウスおよび野生

型マウスはC57BU6系統のマウスに戻し交配を行った第５世代(F5)のものを用いた。

マウスは生後４週まで母親とともに飼育し、離乳および遺伝子型の判定後、実験用

の雄の個体だけを選別した。実験１および２に用いたマウスは、生後６週目まで４

匹あるいは６匹の集団飼育を行った。この時点における平均体重は、BRS-3 KO マ

ウス･野生型マウスそれぞれ22.3士0.4gおよび21.8土0.4gであった。なお、摂食およ

び飲水は自由とした。

　装置･材料：実験は通常の飼育ケージ内で行った。また、餌は通常の固形飼料(日本

クレア製、CE-2､342.2 kcal/100g)を用いた。

　手続き：生後６週目にBRS-3 KO マウス･野生型マウスともに各実験群に偏りのな

いように振り分けた。実験群は集団飼育群(group-reared、各８匹ずつ)および個別飼

育群(isolation-reared、各８匹ずつ)であった。集団飼育群は１ケージ当たり４匹の

集団飼育とし(BRS-3 KOマウス:Group 4-；野生型マウス:Group 4+)、個別飼育群

は１ゲージ当たり１匹で飼育を行った(BRS-3 KOマウス:Group 1-；野牛型マウス:

Group l+)。摂食量および体重は毎週１回測定した(毎週水曜日、午前10時～11時

の間に測定した)。なお、目視可能な食べ残しが餌かごから落ちていた場合には拾い

集めて摂食量から差し引いた。

　統計的分析：統計的検定には繰り返しのある二元配置の分散分析および一元配置

の分散分析を用いた。また、多重比較はStudentのｔ検定（両側）および基準値と

サンプルの比較検定（one-sanlplet-test:両側）を用いた。

1)-2.結果

体重増加の分析:各実験群における６週齢から23週齢までの平均体重の推移をFig，
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3-4にまとめた。繰り返しのある二元配置の分散分析の結果、実験条件(群)と過齢

の主効果が有意であった(それぞれ、F(3.560)=78.99、p<0.0001; F(19､560)=81.91、

p<O.0001)｡また､飼育条件と週齢の間に有意な交互作用が認められた(F(57､560)=2.36、

p<0.0001)｡そこで、さらに過勤と遺伝子型、および飼育条件の間で二元配置の分散

分析を行った。結果はTable 3-3.にまとめた。BRS-3 KO マウスにおける体重増加は

集団飼育群・個別飼育群ともに野生型マウスよりも大きかった。集団飼育群の野生型

マウス(Group 4十)の体重変化は13週齢から20過齢にかけて個別飼育群(Group 1+)

の体重増加よりも大きかったが(t=2.51、匹0.03、13過齢時)、BRS-3 KOマウスでは

これと反対に、23週勤以降個別飼育群(Group 1-)の方が集団飼育群(Group 4-)よりも

体重増加が大きかった(t=2.21、p<0.05、23週齢時)。このように、野生型マウスの体

重増加が集団飼育条件で大きかったのに対して、BRS-3KOマウスの体重増加は個

別飼育条件で大きかった。

摂食量の分析：各実験群における７週齢から23週齢までの摂食量の推移をFig.3.5

にまとめた。平均摂食量は１週間の摂食量をマウス１個体の１日当たりの摂取量に

換算して分析を行っだ3.個別飼育条件のマウスの摂食量について繰り返しのある二

元配置の分散分析を行ったところ､遺伝子型の主効果が有意であった(F(1､238)=72.05、

p<0.0001)｡一方、集団飼育条件のマウスでは、Fig.3.5に見られるとおり遺伝子型

による差違は認められなかっだ4.すなわち、個別飼育条件のBRS-3 KO マウスは同

じ条件の野生型マウスと比較して食物摂取量が有意に多く、一方集団飼育条件では

BRS-3 KO マウス･野生型マウスともにほぼ同様の摂食量を示している。しかしなが

ら、飼育条件の食物摂取量に与える効果については、BRS.3KOマウスと野生型マ

ウスでは異なる結果を得た。野生型マウスでは、12週目から15遠目にかけて集団飼

育条件(Group4十)のマウスの食物摂取量が個別飼育条件のマウス(Group1十)よりも有

意に多く(F(1､7)=5.62､pく0.05、12週齢時)、一方BRS-3 KOマウスでは、15週目以

降､個別飼育条件のマウス(Group 1-)の食物摂取量が集団飼育条件のマウス(Group 4-)

よりも有意に多かった(F(1､7)=16.07､p<0.01､15週齢時)。

　これらの結果は、野生型マウスの食物摂取量は飼育条件の影響を受けにくいか、

受けても個別飼育条件でわずかに抑制される程度であるのに対して、BRS.3KOマ

ウスでは個別飼育条件において有意に増加することを示している。
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゛4:集団飼育条件における平均摂食量については、BRS｡3KOマウス･野生型マウス

ともに２ゲージずつのデータなので統計的検定は行っていない。
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2)実験２：飼育条件の自発活動性に与える影響について

2)-1.方法

被験体：実験１で用いたマウスを用いた。

装置：赤外線ビーム式の活動量測定装置４基。詳細は第２章実験３を参照。

　手続き：実験は22週齢目に行った。マウスをオープンフィールド内に入れ、５分

間の自発活動量を測定した。測定項目は第２章実験３と同様であった。オープンフ

ィールドは各試行ごとに70％アルコールで清掃した。なお、行動測定中の照明はコ

ンピュータディスプレイの明かり以外を消灯し、実験者は別室で待機した。

　統計的分析：統計的検定には一元配置の分散分析を用いた。また、多重比較には

Studentのt一検定(両側)を用いた。

2)-2.結果

　結果はFig.3-6にまとめた。一元配置の分散分析の結果、移動運動量(distance

traveled:Fig.3-6(A))においてはBRS-3 KOマウスと野生型マウスの聞で実験条件の

主効果が有意ではなく(F(3､28)=0.61、nt)、また常同行動量(stereotypiccollnts:

Fig.3-6(B))においても有意ではなかった(F(3,28)=2.58，p<0.08，n.s.)。しかし，立ち

上がり反応(vertical counts: Fig.3-6(C))においては有意な実験条件の主効果が認めら

れた(F(3､28)=5.33､p<0.005)。常同行動量では実験条件の主効果が有意ではなかった

が、きわめて有意水準に近かったため、多重比較を行った。その結果、個別飼育条件

で野生型マウス(Group 1十)の常同行動量がBRS｡3KOマウス(Group 1-)と比較して

有意に九進していた(t=2.83、p<0.02)｡また、立ち上がり反応量については、個別飼

育条件の野生型マウス(Group 1十)の反応量が、他の全実験条件のマウスよりも有意

に多かった(それぞれ、Group 4十:t=2.92､p<0.02; Group 1-:t=2.8､p<0.02; Group 4-:

t=2.65､pくO.02)｡

　自発活動性は一般的な活動性の指標であるだけでなく、新奇場面における個体の

情動性の評価指標とも考えられる。個別飼育条件におけるBRS｡3KOマウスの常同
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行動量および立ち上がり反応量が同じ飼育条件の野生型マウスと比較して低水準であ

ったことは、BRS-3 KO マウスの情動性が個別飼育による社会的隔離の影響を受け

難いことを示すものである。
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Fig. 3-6(4)Results of 8pontaneous activityin group-rea.red wild type mice (Group

4+)，isolated-reared wild type mice (Group 1十)，group-reared BRS-3 KO mice

(Group 4-)，andisolation-reared BRS-3 KO mice (Group l-).Data represent means

＋SEM.No sign迅cant di:Srences were observed among groups.
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Fig. 3-6 Res仙;s ofspontaneou8 activityin group-resld wild type mice (Group 4十)，

isolated-rea:red wild type mice (Group l十),group-reared BRS･3 KO mice (Group

4-),and isolation-real‘edBRS-3 KO mice (Group 1-).Data represent means 十SEM.

(B)An asterisk represents diSrence between Group 1十and Group 1- (p＜0.02).(C)

Ajterisks represent diSrencebetween Group 1＋and other groups (p＜0.02).
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3)実験３：飼育条件が社会|生に与える影響について

3)-1.方法

　被験体:雄のBRS-3KOマウス、および同腹の雄の野生型マウス各10匹を用いた。

BRS-3 KOマウスおよび野生型マウスはC57BU6系統のマウスに戻し交配を行った

第５世代(F5)のものを用いた。マウスは生後８週目まで集団飼育を行った。その時点

での平均体重はそれぞれ28.3士0.7gおよび26.2土0.2gであった。侵入者マウス

(intruder)として10遡源の雄のICRマウス(日本クレア)20匹を用いた。実験時にお

けるICRマウスの平均体重は31.8士0.4gであった。ICRマウスは飼育開始から実験

開始時まで約１ヶ月間、１ゲージ当たり５匹の集団飼育を行った。なお、実験時以外

の摂食および飲水は自由とした。

　装置･方法：装置および実験手続きは第２章実験１に準じた。先住者マウスである

BRS-3 KO マウスおよび野生型マウスは、生後８週目で個別飼育に移行し、４週間の

個別飼育の後に実験を行った。

　統計的分析：統計的検定はＦ検定によって等分散性について検定後、Studentのｔ

検定(両側)によって行なった。

3)-2.結果

　社会的相互作用テストの結果はFig.3-7にまとめた。個別の行動指標については有

意な差は認められなかったが、社会行動のカテゴリの分析においては、BRS-3 KO

マウスの非攻撃性社会行動が野生型マウスと比較して有意に低かった(Rg.3-7(A):

t=2､23､pく0.04)。しかし、攻撃性社会行動については両者の間に有意な差は認められ

なかった(Fig.3-7(B):t=0.19､n.s.)。

　本実験において、BRS､3 KO マウスの非攻撃性社会行動が野生型マウスと比較し

て低水準であったことは、実験２の結果同様、BRS-3 KOマウスの情脂性が社会的

刺激の剥奪の影響を受け難いことを示すものである。実験２および本実験の結果か

ら、BRS.3KOマウスでは野生型マウスに見られる個別飼育の正常な効果が低下あ

るいは欠如しているものと考えられる。
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4）社会的要因が肥満･過食に与える影響につ して

　本研究では、個別飼育による社会的刺激の剥奪がBRS-3 KO マウスにおける体重

増加に与える影響について検討を加えた。実験１においては、飼育条件を独立変数

として食物摂取量および体重増加について分析を行った。野生型マウスでは予測され

た通り、集団飼育条件のマウスにおける食物摂取量および体重増加が個別飼育条件の

マウスを上回っていた(117､118)。ところが、BRS-3KOマウスではこれと反対に、

個別飼育条件のマウスの食物摂取量および体重増加量が集団飼育条件のマウスを上回

っていたCFig.3-4､3-5)。実験２において個別飼育条件の野生型マウス(Group 1+)の常

同行動量および立ち上がり行動量が九進していたことは、そのグループに属するマウ

スの食物摂取量の低下に寄与しているものと考えられる。本研究の結果は、個別飼育

によってマウスの環境刺激あるいは社会的刺激に対する反応性が迩進するという先行

研究(109､113)の結果と一貫するものである。これに対して、個別飼育条件のBRS-3

KOマウス(Group 1-)において、常同行動量および立ち上がり反応量の九進が認めら

れなかったことは、このグループに属するマウスの食物摂取量の増加に寄与するもの

と考えられよう。さらに自発活動性は新奇な環境に対する情動的反応性の指標とも

考えられるため、個別飼育条件のBRS-3 KO マウスにおいてこれらの反応の九進が

認められなかったことは、個別飼育による社会的刺激の剥奪がBRS.3KOマウスの

情動反応性に影響を及ぼさないことを示すものといえる。この点については、実験３

においてBRS｡3KOマウスの社会的相互作用が野生型マウスと比較して低水準であ

ったことからも支持されよう。これらの点から、個別飼育条件のBRS-3 KO マウス

における体重増加の九進は、個別飼育による情動反応性および社会的反応性に対する

通常予期される効果の欠失による過食が原因となっているものと考えられる。

　扁桃体の機能と情動反応性の関連についてはいくつかの報告がなされている。例

えばヽヒトにおいては扁抗体の損傷によって膚動性の欠如が報告されており(31､32)、

マウスにおいては条件性情動反応(con(htioned emotional response: CER)'5の低下が

報告されている(n9)。また電気生理学的な研究からも、扁桃体が情動反応の学習

(learnmg of emotional behavior)を媒介あるいは調節していることが示されている

(120)。さらに扁抗体内側核を電気刺激すると、雄マウスの社会的行動あるいは性的

行動が変化するという報告もある(121)。本研究の結果は、BRS-3 KOマウスに認め

られた情動反応性および社会的反応性の異常が、扁機体領域に分布するBRS-3の欠

失の結果であることを示唆するものと考えられる。
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　本研究では、社会的刺激の剥奪が遺伝的に肥満傾向を示すマウスの過食および肥

満の生起と進行に少なからず影響を及ぼすことを明らかにした。本研究から得られた

結果は、過食および肥満の予防と治療における集団療法の適用など、行動療法に新し

い可能性を示すものと考えられることから、更なる研究の進展が望まれる。

慧:Conditioned Emotional R5ponse (CER):条件性情動反応とよばれる行動で、主

としてラットを用いた恐怖の動機づけの研究に用いられてきた。典型的な実験方法は

以下のとおりである。ラットにおいて餌を報酬としたレバー押し等の道具的反応の訓

練を行っておく。この訓練とは別個にブザーあるいは光といった条件刺激と電気ショ

ックのような嫌悪刺激の対提示による(恐怖の)古典的条件づけを訓練しておく。テス

ト事態においては、レバー押し反応を行っているラットに対して、先の古典的条件づ

けに用いた条件刺激を提示し、条件刺激提示中のラットのレバー押し反応頻度を、条

件刺激提示直前のレバー押し反応頻度と比較する。条件刺激提示中のレバー押し反応

の抑制率を指標として、ラットに条件づけられた情動性(恐怖の動機づけ)の強度を評

価する方法である。
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第３節BRS-3の行動調節機能に関する考察

如
印

本節では第２節における諸実験の結果より、マウスにおけるBRS-3の行動調節機

以こついて考察を加える。

　すでに述べてきたとおり、BRS｡3KOマウスの典型的な表現型は代謝異常を主た

る要因とした過食と肥満である。本研究においては、BRS-3 KO マウスに見られる

過食および肥満から予想される行動変化として、まず味覚反応性の変化について検討

を加えた。

　過食および肥満が必ずしも味覚反応性の異常を伴うわけではないが、味覚反応性

の異常を報告する例が多い。ｏわﾉ油マウスに見られるような甘味嗜好吐の九進は、ヒ

トの摂食障害の症例においても報告されている(106)。もちろん、ヒトの食性は実験

室マウスと比較してはるかに多様なものであり、単一味質(味覚)に対する嗜好性の変

化を指標とした研究が大きな意味を持つとは考えがたい。　しかし、｢おいしさ

(palatabmty)｣といった心理尺度を導入した研究においては、ヒトにおいても過食･

肥満傾向をもつ個体において、その嗜好吐が九進することが知られている(93)。本研

究においては、生得的なあるいは非学習性の行動変化として味覚選好吐の変化を(第

１項実験1)、また学習性の行動変化として条件性味覚嫌悪学習の迩進(第１項実験2)

を明らかにした。先にも述べたとおり、従来のラットを用いた脳破壊研究から得られ

た知見と比較すると、これらの行動変化は視床下部および扁桃体における機能変化(欠

損)に由来するものと推測される。

　次に、BRS-3 KO マウスの代謝異常から予想される行動変化として、飼育条件に

よる摂食量および体重変化について検討を加えた。飼育条件、特に個別飼育による社

会的刺激の剥奪は、各種内分泌系に多大な影響を及ぼすことが知られている(122-

126)。例えば、個別飼育が脳内のドーパミンレベルを変化させる(122､123)、あるい

は血中コルチコステロン濃度を上昇させる(115､116)ことなどが報告されている。こ

れらの内分泌物は直接的に摂食量あるいは体重変化の調節に関与しているものではな

いが、間接的ではあるものの摂食行動や体重変化に多大な影響を及ぼし得るものと考

えられる。すなわち、ドーパミン系の賦活による自発活動の九進は個体の全活動に占

める摂食行動の比率を低め、かつエネルギー消費を促進するために、体重増加を抑制

するという影響が考えられる。また、コルチコステロンは糖代謝を促進する役割を持

つともいわれており(38)ヽその濃度変化は摂食行動ひいては体重変化に影響を与える
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可能性がある。ヒトの摂食障害患者の症例からは、各種脳内物質の代謝異常が報告さ

れており(127)、個別飼育による社会的刺激の剥奪がBRS-3 KOマウスの摂食量およ

び体重変化に何らかの影響を及ぼすことが予想された。本研究においては、個別飼育

による社会的刺激の剥奪によって、BRS.3KOマウスの平均摂食量が増加し、さら

に体重増加量についても迩進することが明らかにされた。従来の研究では、個別飼育

による社会的刺激の剥奪が摂食量および体重増加を抑制することを報告しており

(117)、BRS-3 KO マウスにおいてこれらの知見から予測される変化とは逆の結果が

得られたことは、きわめて重要なことといえる。そこでさらに本研究においては、こ

の結果を説明すべき変数を固定するために個別飼育条件におけるBRS.3KOマウ

スの自発活動性および社会的相互作用についても検討を加えた(第２項実験2･3)。そ

の結果、自発活動性においては野生型マウスと比較して立ち上がり反応および常固行

動の低下が認められ、また社会的相互作用の低下も認められた。第２項実験１の結

果と同様に、これらの行動指標におけるBRS-3KOマウスの結果も、先行研究から

予想される結果とは相反するものであった。個別飼育条件下のBRS-3 KO マウスに

おける自発活動性の低下および社会的相互作用の低下は、個別飼育による社会的刺激

の剥奪による内分泌学的な変化が欠如しているか、あるいは少なくとも野牛型マウス

とは異なる方向のものであることを示すものであろう。

　BRS-3 KOマウスにおいて、味覚反応性の変化(特に嫌悪性反応の九進)および個別

飼育による社会的剥奪の影響の低下(欠如)という、一見無関連に思われる行動変化が

認められたことは、扁抗体の多機能性を反映したものと考えられる。扁抗体は扁桃体

内部および視床･視床下部ならびに胤9等近接領域に対して極めて複雑に投射してい

ることが知られており(128､129)、扁桃体それ自体に個別の行動の責任中枢を仮定す

ることは難しい。扁桃体内における各神経核の破壊が多様な行動変化をもたらすこと

から(100､107､108､119-121)、扁抗体は情動価を特つ諸刺激人力について、それぞれ

対応する次段階の処理中枢への刺激情報の中継を行なっているものと推測される。一

方、第１節で示したとおり、BRS-3の脳内分布は視床下部および扁抗体領域のきわ

めて限定された部位であり、かつその密度も比較的疎である。にもかかわらず､BRS-3

KOマウスにおいて多様な行動変化が認められたことは、扁桃体におけるBRS.3が

個別の行動に特殊化された調節機能を果たしているわけではないことを示している。

さらに、BRS.3KOマウスの行動変化が扁桃体の破壊研究において報告されている

行動変化と極めて良く対応しているということは、BRS｡3による行動調節機能が主

として扁抗体における調節機能であることを示している。本章においてBRS.3KO
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マウスに認められた行動変化は、主として嫌悪性味覚刺激に対する過剰反応性および

個別飼育による社会的刺激の剥奪に対する過少反応性であった。したがって、扁桃体

におけるBRS-3の内在性のリガンド(hgand)による行動調節機能は、嫌悪性刺激お

よび社会的刺激情報の中継あるいは評価における調節機能であると考えられる。
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第４章ニューロメジンＢ受容体欠損マウス(ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウス)の行動解析

第１節概論

１．ニューロメジンＢ受容体(NMB-R)の脳内分布

　ＮＭＢ-Ｒの脳内分布はラット(42)およびマウス(43､73)についてin sjtu

か白公訟趾z屈法を用いて調べられている。ラット･マウスともにほぼ同様の脳内分布

を示しており、その発現は脳内の広範な領域に及んでいる。マウスにおけるＮＭＢ-Ｒ

の脳内分布をlable 4.Lにまとめた。ＮＭＢ．Ｒの脳内分布パタンにおいて特徴的な点

は、嗅覚領域(ohctory regions)に極めて高密度に分布していること、および視床領

域(thalamus)ならびに縫線核(raphe nuclei)にも多量に発現している点てある。発現

の密度および分布領域が他のボンベシン様神経ペプチド受容体(GRP-R､BRS-3)とは

若干異り、その独自性が注目されるところである。

　従来からの研究において行動との対応関係が比較的明らかにされている領域とし

ては、嗅覚領域･海馬･扁桃体･視床および視床下部領域などがあげられる。海馬･扁桃

体および視床下部領域、また傍小脳脚核については､他章で述べてきたとおりである。

嗅覚領域は言うまでもなく嗅覚と密接な関連があるが(130)、そればかりでなく情動

機能あるいは社会行勤め性行動にも深く関与していることが示されている(131)。嗅

覚機能にとってもっとも重要な部位は嗅球(o血ctory bulb)であり、これを破壊すると

動物の嗅覚は失われる(132)。しかし、N]N/[B.Rは主嗅球(main bulb)には発現が認め

られておらず、直接的には嗅覚機能が欠失しているとは考えにくい。また、前嗅核

(anterior o血ctory nucleus: AON)は単純な課題による嗅覚学習および記憶に関与し

ているという報告がある(133)。一方、副嗅覚系の破壊は動物の情脂性に変化をもた

らす。鋤鼻器(vonleronasalorgan)の破壊は動物の性行動を減退させることが報告さ

れている(134)。これに対して、視床領域は覚醒水準(arousaﾕ1eve1)の調節に深く関与

していることが知られており(135)、また縫線核(特に背側縫線核dorsal raphe)はセ

ロトニン(5-H7)伝達系の始点として知られている(136)。セロトニン系は第２章で述

べたとおり、不安や防御行動あるいは攻撃性等の調節に対する関与が示されており

(72､137)、NMB-Rとこれらの関連も注目されるところである。

　これらの点から、ＮＭＢ-Ｒはづ股的な行動全般に関与しており、特に嗅覚関連行動

および覚醒水準の調節に深く関与していることが想像される。さらに、セロトニンニ
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Tllble4-I. Distnbution of NMB-R gene expression in lhe mouse brain

Forebram　　　　　lsocortex

　　　　　　　　　　olfactoryregjons

　　　　　　　　　　　　　　　Anteriorolfactory nucleus

　　　　　　　　　　　　　　　olfactorytuberde

　　　　　　　　　　　　　　　Piriformcortex

　　　　　　　　　　　　　　　'Tllen】atecta

　　　　　　　　　　Hippocampal fl〕rmation

　　　　　　　　　　　　　　　CA1/CA3

　　　　　　　　　　　　　　　Dentate gyrus

　　　　　　　　　　Amygdala

　　　　　　　　　　　　　　　Medial nucleus

　　　　　　　　　　　　　　　Amygdalohippocampal a.rea

　　　　　　　　　　Basal ganglia

　　　　　　　　　　　　　　　Magnocenula:r preoptic nucleus

　　　　　　　　　　Thalamus

　　　　　　　　　　　　　　　Paraventncular nucleus

Bramstem

＋

十十十

十

十十十

十十十

＋
　
＋

+＋

+＋

＋

++＋

　　　　　Central medial nucleus ＆Central lateral nucleus

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十十十

Hypothalamus

Medial preoptic nucleus

ventrome(hal nucleus

Nucleus sohtary tract

PaTabrac�al nucleus

Raphe

　　　　　Dorsal raphe

　　　　　Medial raphe

　　　　　Hindbrain raphe

＋＋

＋

＋
　
＋

十十十

十十

十干

加地．十十十:strongsignal;＋+:moderate signal; 十:weak sipal (Wada，E.et al

unpubnshed data.(43)and ohki-Hamazaki, H.et a1.(73))
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ューロンとの関係から、不安や防御行動および攻撃吐との関連も期待される。

２．ＮＭＢ-Ｒ ＫＯ マウスにおける一般的行動特性

　第１項で述べたとおり、NMB.RKOマウスにおいては多様な行動変化が期待され

たため、第２章においてGRP-RKOマウスについて行なった分析と同様のづ役的行

動粋吐の分析を行なった。結果はTable 4-2.にまとめてある。一般的行動特性の分析

においては、基本的な反射反応(プレパルス抑制テスト:prepulse inhibition test、断

崖反射テスト:chfr drop avoidance test、痛覚テスト:tajl-mck test)、自発活動性なら

びに８肢放射状迷路(eight-arm radial maze)を用いた探索行動テストおよび運動調

節能力(rota-rod test)などに関して、ＮＭＢ．ＲＫＯマウスにおける行動変化は認めら

れなかった。また摂食量および飲水量にについても、NMB-R KOマウスと野生型マ

ウスの間に有意な差は認められなかった。ボンベシン様神経ペプチドの投与による摂

食抑制(第２章参照)についても、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスと野生型マウスの間にNMB投

与の効果の差は認められず、一方ＧＲＰの投与によってはNMB-R KO マウス･野生

型マウスともに摂食量の抑制が認められた(発表論文5)。嗅覚関連行動に関しては、

ＮＭＢ-Ｒが嗅覚領域に多量に発現しており、またこの領域におけるＮＭＢ．Ｒが細胞内

カルシウムイオン(Ca2゛)濃度を変動させることで情報伝達しているので(発表論文4:

Fig. 4-1､2参照゛1)、何らかの行動変化が期待された。中央で２個所に仕切られたテス

トケージ内に、１週間飼育ゲージを交換しないでおいた被験体自身の飼育ゲージの床

敷と新しい床敷をそれぞれ敷き、各々の床敷を敷いた区画における滞在時間を指標と

した場所選好テスト(place pr冶rencetest with semodor)においては、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯ

マウスと野生型マウスの場所(匂い)の選好に有意な差は認められなかった。同様に、

条件性嗅覚嫌悪学習(con猷ioned odor aversion test: COA)および嗅覚弁別テスト

(odor disc治nmation test)の各課題においても、ＮＭＢ．ＲＫＯマウスは野生型マウス

と全く同等の反応を示した。また、ＮＭＢ-Ｒが傍小脳脚核に発現していることおよび

嗅覚と味覚が相互作用をもつという知見から(138､139)、条件性味覚嫌悪学習につい

ても分析を行なったが、この課題においても有意な変化は認められなかった。

　一方、学習や記憶といった高次機能については、Moms型水迷路および穴に鼻を

突っ込む行動(nose poke behavior)を指標とした道具的条件づけ卵strumental

conditioning､operant behavior)について分析を行なったが、これらの分析において

も有意な変化は見出されなかった。さらに明暗箱および高架式十字迷路をもちいた
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不安反応の測定、あるいは先住晋一侵入者法による社会的相互作用の分析(第２章参

照)のいずれについてもNTMB-R KO マウスと野生型マウスの間に有意な差違は認め

られなかった。

３．ＮＭＢ-ＲＫＯ マウスにおける行動解析の方針

　前項で述べたとおり、NMB-R KOマウスは脳内におけるＮＭＢ-Ｒの広範かつ高密

度な分布という観察結果からの予想とは異なり、広範な行動テストを実施しだのにも

かかわらず､特筆すべき行動上の表現型を見出すことができなかった。しかしながら、

前項でも述べたとおり、脳内のNMB-Rは細胎内カルシウムイオン濃度の変動を媒

介として機能しており、NMB-Rの欠損が神経活動に何らかの関与をしていることは

十分に予想されることである。したがって、一般的行動特性の分析においてＮＭＢ．Ｒ

‘1:マウス嗅覚系におけるNMB-Rの発現とNMBによる細胞内カルシウム･イオン

動態の測定

　1)マウス嗅覚系におけるΛ趾召Ｊの発現：被験体として雄のC57BL屈系統のマ

ウスを用いた・1n sjtuhybndjza石ｏｎはlmakiら(74)の方法に従った。 Fig.4-1に見

られるように、ＮＭＢ．Ｒは前嗅覚(anterior olfadory nucleus:　AON)において強い発

現が認められることを確認した。

　2)ＮＭＢによる細胞内カルシウム･イオン動感の測定：1)の結果およびラットにお

けるNMB､Rの発現がマウスと極めて類似していることから、ＮＭＢ-Ｒの発現ｶで強い

AONの細胞を実験に用いることにした。胎生19日目のラット胎児の脳からＡＯＮ

を摘出し、トリプシン処理により細胞を分散、これを培養用ディッシュにまいた。7

～8日間培養後、ディッシュにCalcium Green AM を加え30分間放置した後、浜松

フォトニクスARGUS-HISCAを用いて、細胞内Ca2゛動態を測定した。ニューロメ

ジンB(NMB:10-7M～10･9M)は記録用メディウムに溶解し、濯流投与した。その結果、

ＡＯＮの分散培養細胞にＮＭＢを投与すると、カルシウムのオシレーションを起こす

細胞が存在した。このＮＭＢに対する応答は10･8M以上のNMB濃度で観察された。

　なお、N]N/IBによる細胞内カルシウム･イオン動態の測定は関口正幸先生(疾病

研究第四部室長)に実施していただきました。
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Tablc 4-2. Summary of behavioral analysis ofthe NMB-R KO mice

　　　　　Bchavior　　　　　li2st measurement　　　　　　　　　　Phenotype of mutant

Renex　　　　　　　　　　　　Prepulsc inhjbition test'4　　　　　　　　　　　　　Norma1

　　　　　　　　　　　　　　　Chff drop avoidance test'4　　　　　　　　　　　　Normal

　　　　　　　　　　　　　　　Thjl mck test゛4　　　　　　　　　　　　　　　　　Normal

SPontaneous activity

　　＆motor abHity

lngestive behavior

Pcrception

　　laste

　　01faction

Leaming

Anxiety-related

　　responsc

Othcr behaviors

Open field test･11213'4

Exploratory respose in radial maze‘4

Forced swimming test‘I

Motor coordmation abilitv test’4

Feeding＆drinkhlぐ4

Bombesin'induced feedhlg suppression '4

Conditioned taste aversioぶ2

Place Preference testwith seUyodor゛4

Conditioned odor aversion゛4

0dor discrimination test゛4

Food exploration test'1

NVater maze leaming'4

T‘maze leamillg'1

0perant behavior‘4

Light-dalk box test'l‘2

Elevated plus maze test'4

Matemal behavior test*1

Social interaction test゛2‘3

Altered訟er stress

　　　Normal

Altered after stress

　　　Normal

　　Normal

Not observed

Normal

Normal

Normal

Norma1

Altered

　　　Normal

Altered after stress

　　　Normal

Altered after strcss

　　Normal

Altered PartiaUy

　　Normal

Note.'nlble4-2.に記載された各実験の手続きは以下の章で詳述する。

　*1:本章;･2:第２章;'3:第３章;*4:【補足】
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KOマウスに行動上の変異が認められなかったという結果は、行動解析における方略

選択上の問題である可能性が高い。そこで、NMB.RKOマウスの行動解析に当たっ

て、以下のような方略を用いることにした。

　従来遺伝子組換え動物の行動解析の多くは、目視あるいは比較的単純な実験状況

における動物の行動の観察を主体として行われてきた。この手法は、被験動物に対し

て極力人為的な刺激を与えずに、いねば動物本来の行動傾向について遺伝子組換え動

物における変異を採るという方略である。これに対して本研究においては、被験動物

に対して積極的に働きかけることによって動物の行動に変化を生じさせ、その変化の

過程に遺伝子組換え動物と野生型動物の差違を求めるという方略を用いることにした。

実験心理学的な研究においては、しばしば被験動物の生理的あるいは内的要因が独立

変数として操作されてきた。古典的な多くの実験から、飢えや渇きといった内的動因

の操作、社会的刺激の操作(第３章参照)、あるいは実験に先行して行われる課題の難

易度などといった諸要因が、動物の行動に大きな影響をもたらすことが明らかにされ

てきた(140､141)。そこで本研究では、これらの変数操作を用いて、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウ

スと野生型マウスの間に生じる行動変容の異同について検討を加えることとした。操

作対象変数としては、被験体にとって比較的大きなストレス要因となりえる変数を採

用した。すなわち、食物剥奪(food deprivation)による生理的な負荷･個別飼育

(isolation-rearing)による社会的刺激の剥奪(social deprivation)や母性行動実験の遂

行による負荷･学習課題の遂行による言わば認知的な負荷等を用いて、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯ

マウスと野生型マウスにおける行動変容の異同について詳細な分析を行なった。
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第２節実験

１．ストレス負荷による行動変容

　生体に対するストレス負荷が内分泌に対する効果を持つばかりでなく、精神的･行

動学的変化をもたらすことは古くから知られている(142､143)。拘束ストレスや水浸

ストレスのような単純なストレス負荷によっても、内分泌に大きな変化をもたらし

(144､145)、また自発活動性にも影響を及ぼす(n5)。あるいは、持続的なストレス負

荷による胃潰瘍や十二指腸潰瘍の形成に開しては、水浸ストレスのような物理的･生

理的なストレス負荷によるものばかりでなく、社会的ストレス負荷による実験例もラ

ットおよび霊長類の研究において報告されている(146-148)。また、給餌パタンの実

験的操作のようなストレス負荷は、被験体に多くの異常行動を表出させる。一般に強

化のスケジュール(schedule of rei屈)rcement)とよばれている給餌パタンによって、

ハトの攻撃行動が解発されること(schedule-mduced昭gression; 149)、ラットのレ

バー押し反応にきわめて特徴的な反応パタンが出現すること(150)などが知られてお

り、さらにラットにおいて多飲症に類似した異常行動を生じさせることも報告されて

いる。摂食制限下においたラットに対して、一定時間間隔(丘xed hme (FT)schedule)

あるいは変動時間間隔(variable tlme (VT)schedule)スケジュールによって餌を与え

ると、その間の飲水量が平常時の数倍にも上ることが明らかにされている(Schedule-

mduced po抄面)sia、151)。また、同様の操作によって回転かごにおける自発活動量

も変化することが明らかにされており(152､153)、摂食制限および給餌間隔の操作が

動物の行動に強く影響することは間違いのないことといえる。また、個別飼育などに

よる社会的刺激の剥奪が、動物の発達および行動に重大な影響を与えることは、すで

に第３章で述べたとおりである。

　一方、学習課題の遂行など言うなれば認知的なストレス負荷についても、動物の

行動に重大かつ深刻な影響を及ぼし得ることが知られている。学習課題の困難度を段

階的にあげていくと被験動物の行動が変化し、ついには神経症様の異常行動を生じる

ようになる。一旦神経症様の症状をきたしか動物は、その後単純で簡単な課題の遂行

すら全く不可能になる。この現象は実験神経症(experimental neurosis、154)とよば

れており、動物に対する過大な認知的負荷が、その動物の精神機能に不可逆的な変化

をもたらし得ることを示すものである。類似の現象は個別の刺激によるストレス負荷

ばかりでなく、環境刺激のような複合刺激事態においても観察されている。２匹のイ
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ヌを被験体とした実験で、一方のイヌには所定の反応の遂行によって回避可能な電撃

を与え、他方のイヌには回避不可能な電撃を与える。このような訓練を続けていくと、

その後の学習課題の訓練において、前者のイヌでは問題なく獲得できる課題について

も、後者のイヌでは全く獲得不能になるという事態を生じる。同時に、後者のイヌで

ぽ層性的な不活動状態(いわゆる｢やる気のない｣状態)が観察される。この現象は学

習性絶望あるいは学習性無力(1eamed helplessness、155)とよばれており、環境ある

いは問題解決場面における自己効力感(性)の無さに対する認知が、動物の学習能力お

よび動機づけシステムに不可逆的なダメージを与え得ることを示す好例といえる。こ

れら２つの例は、学習課題の遂行･獲得に伴う認知的なストレス負荷が動物の行動に

重大な影響を及ぼすことを示している。

　このように被験体に対する各種ストレス負荷は、その動物の行動に対して多大な

影響を与え得るものといえる。そこで本実験では、マウスにこれら各種のストレス負

荷をかけることによって、NIN/[B.RKOマウスおよび野生型マウスの行動変容過程に

おける異同の有無について検討を加えた。
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1)実験１：食物剥奪(fbod depnvatlon)による行動変容一餌探索行動面od

　　　　　exploration)の分析

1)-1，方法

　被験体：雄のNMB-R KOマウス11匹、および同腹の雄の野生型マウス11匹。

NMB-R KO マウスおよび野生型マウスはC57BU6系統のマウスに戻し交配を行な

った第４世代(F4)のマウス同士を掛け合わせたものを用いた。マウスは摂食制限訓練

の開始時に3～4ヵ月齢で、平均体重はそれぞれ25.3士0.6gおよび25.9士0.4gであっ

た。マウスは訓練開始の２週間前から個別飼育条件で飼育した。摂食制限訓練では、

まず第一日目にマウスの体重の10％だけ餌を与え、翌日から１日２時間の制限摂食

を行なった。２時間の摂食時間が終了後、不足分の餌を与えて一日当たりの摂食量を

体重の10％にあわせた。１週間の摂食制限訓練によってマウスの体重は摂食制限開

始直前の80％～90V1に減少したので、その後は一日当たりの給餌量をマウスごと

に調節することによってへこの体重水準を維持させた。なお、実験中を除いて飲水

は自由とした。

　装置･材料：装置は赤外線ビーム式の活動量測定装置(第２章参照)を用いた。探索

用の餌として、45mgのラット用ペレット餌を用いた。また、装置内に敷いてペレッ

ト餌を埋めるために、飼育ゲージで用いているものと同様の鮑屑の床敷を用いた。

　手続き：実験方法はKlemら(156)の方法(fLn(hng the hidden cookie method)に準

拠した。活動量測定装置の床に鮑屑の床敷を20mmの厚さで敷詰め、一つの角から

対角線上で70mm中央よりに離れた場所にペレット餌を１個埋めた。餌を埋めた角

とは反対側の角に装置の外向きにマウスを入れ、ベレット餌を発見するまでの時間を

計測した。また、その間の自発活動の各指標について計測した。自発活動の指標につ

いては第２章の実験と同様であった。

統計的検定：統計的分析はMann-WhitneyのU-test(両側)を用いた。
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1)-2.結果

　結果はFig.4-3にまとめた。 ＮＭＢ-ＲＫＯマウスは床敷の下に隠されたペレット餌

を発見するまでに野生型マウスよりも有意に長い時間を必要とした(U=8､p<0.02)。

また、自発活動性に関する分析では、NMB.RKOマウスの常同行動量が野生型マウ

スよりも有意に冗進していた(U=26､pく0.05)。これらの結果は、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウス

が餌探索行動において野生型マウスとは異なる探索方略をとる可能性があること、ま

た制限摂食下においてＮＭＢ．ＲＫＯマウスの常同行動に完進が見られることを示して

いる。餌探索行動に見られる探索方略の相違が直接制限摂食によるストレス負荷の効

果を示しているとは断言できない。しかし、常同行動において九進が認められたこと

は、制限摂食によるストレス負荷が、ＮＭＢ｡ＲＫＯマウスの行動を変容させ得ること

を示すものといえる。

竹:マウスの体重制限はラットよりも難しい。これはマウスとラットの体重差による

ところが大きい。ラットでは標準体重の80％程度の体重制限を行なうことが多いが。

この水準で体重を維持することは比較的容易である。しかし、マウスでは80％の体

重制限では体重を維持できなくなる個体が出てくるため､本研究では標準体重の80％

の水準を下回らないように維持飼育をした。その結果、制限摂食訓練中のマウスの平

均体重は上記のように80％(下限)～90％(上限)の間で推移･安定した。

゛2:成体のマウスでは一目の摂食量はおおよそ体重の15％程度である(日本クレア資

料)。したがって、一日当たり体重の10％の給餌ではマウスの体重は漸減する。その

ため、基準体重の範囲に入ったマウスでは、一日当たりの給餌量をマウスごとに体重

の10％～15％の間で調整することによって体重水準を維持した。なお、この給叙景

の範囲では、マウスの餌の食べ残しは観察されなかったので、食物剥奪による空腹状

態は維持されているものといえる。

98



ＫＯWild

99

Fig. 4-3 Results of fbod exploration test.(A)Mean latency of fbod exploration. (B)

Mean counts of stereotypic movement. Data representmean＋quartne devlation.

P-values represent the diflerencebetween NMB-R KO mice and wild tyl〕emice

(two-tailed).
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2)実験２：認知的負荷による行動変容－Ｔ型迷路学習の分析(T-mazeleaming

　　　　　　test)と自発活動性の変化

2)-1.方法

　被験体：雄のＮＭＢ-ＲＫＯマウス６匹、および同腹の雄の野生型マウス５匹を用

いた。ＮＭＢ-ＲＫＯマウスおよび野生型マウスはC57BL/6系統のマウスに戻し交配

を行なった第４世代(F4)のマウス同士を掛け合わせたものを用いた。マウスは実験開

始時に約4～5ヶ月齢で、平均体重はそれぞれ21.6土0.9gおよび22.8土0.6gであった。

マウスは実験開始の２週間前から個別飼育条件で飼育し､また１日当たり体重の10％

の制限摂食訓練を行なった｡マウスの実験開始時における体重は標準体重の80～85％

に維持されていた。なお、実験中を除いて飲水は自由とした。また、訓練途中(Day 4)

で野生型マウス１匹の体重が異常減少したためにデータから除外した。

　装置・材料：Ｔ型迷路訓練には木製のＴ型迷路１基を用いた。迷路は幅が9cm･高

さが20cmで、長腕の長さは26cm･短腕の長さは13.5cmであった。また、選択点

は9cmxgcmであった。なお、内部は灰色のペイントで塗装した。報酬はラット用

のペレット餌(45mg)を用いた。また、自発活動性の測定には赤外線ビーム式の活飴

屋測定装置(第２章参照)を用いた。

　手続き；自発活動性の測定yz:T型迷路訓練に先行してマウスの自発活動性につい

て測定を行なった。測定の手続きおよび行動指標は第2･3章の実験と同様であった。

　７型迷路訓練:訓練開始の前日に装置に対する馴化試行を５分間行なった。馴化試

行では出発箱にマウスを置いた後、自由に装置内を探索させた。また、両短腕ともに

端に餌を一つずつ置き、マウスに自由に摂取させた。馴化試行の翌日から訓練を開始

した。訓練では、マウスが出発箱から出て左右いずれかの短院を選択するまでの時間

を測定した。なお、マウスの四肢すべてが短腕に入った時点で短腕の選択完了とした。

一方の短腕の端に餌を一個置き、餌の置いてある短腕を選択した場合を正解試行、他

方の短腕を選択した場合を誤試行とした。正解試行の場合は餌を食べ終わるまでマウ

スを短院内に止め、誤試行の場合は直ちに飼育ケージに戻した。餌を置く短腕の位置

はセッション中片方に固定し、セッション毎に入れ替えた。マウスが連続３回の正

解試行を繰り返した場合、学習完了としてそのセッションを終了した。学習の指標と
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して、短腕を選択するまでの時間・学習完了基準に達するまでの試行数および正解試

行率を用いた。なお、試行間間隔は約15分とし、一日に１セッションの訓練を行な

った。装置は１試行ごとに70％アルコールによって清掃した。

　自発活動性の測定２：Ｔ型迷路訓練終了後に再度マウスの自発活動性について測定

を行なった。測定の手続きおよび行動指標は自発活動性の測定１と同様であった。

　統計的検定：統計的分析はＦ検定によって等分散性について検定後、Studentのt-

検定(片側・両側)によって行なった。また個体内比較は対応のあるｔ検定によって行

なった。

2)-2.結果

2)-2-1.T型迷路学習

　Ｔ型迷路学習の成績について、次の３通りの分析を行なった。まず、セッションの

終了条件である連続３回の正解試行を満たすまでのマウスの全試行数について分析

を行なった(Fig.4-4(A))。訓練第１日目(Day 1)では、ＮＭＢ-ＲＫＯマウスの試行数が

野生型マウスの試行数よりも有意に少なかったが(t=2.30､p<0.05)、この差は第２日

目(Day 2)では消失し(t=0.10､n､s.)、第３日目以降は両遺伝子型のマウスにおいてほ

ぼ同様の値を得た。次に、セッション中の正解試行数をセッションの全試行数で割っ

た正解率について分析を行なった(Fig.4-4(B))。この分析においてもDay1において

NMB-R KOマウスの成績は野生型マウスよりも有意に高かったが(t=2.81､p<0.03)、

Day 2 以降では有意差こそ得られなかったものの、野生型マウスの成績の方が高い傾

向が見られた。さらにセッション終了直前の３回の正解試行における平均試行時

間について分析を行なった(Fig.4-4(C))。この分析においては、ＮＭＢ．ＲＫＯマウスの

平均試行時間が野生型と比較して有意に長い傾向が認められた(t=1.90､p<0.05、片側

検定)。

　Day 1 においてＮＭＴＢ-ＲＫＯマウスの成績が野生型の成績よりも高かったことは、

必ずしもNMB-R KO マウスの学習能力が野生型マウスのそれを上回っているためで

はない。マウスやラットの迷路学習では、自発的交替反応(spontaneous alteration)

が特徴的な現象として報告されている(157)。この反応は、マウスあるいはラットが

２肢選択(あるいは３肢以上)課題において、直前の試行で選択した腕あるいは場所を
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敢えて避ける傾向をもつことを示している。本実験において、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスの

成績はDay 2以降、下降する傾向を示していた。したがって、Day 1 において観察

されたＮＭＢ-ＲＫＯの好成績は、このマウスの学習能力の高さによるものではなく、

自発的交替反応の欠如あるいは反応固定(response丘xation)が成績に反映したものと

考えられる。

2)-2-2.自発活動性の分析

　自発活動性の測定結果についてはFig.4-5にまとめた。Ｔ型迷路訓練に先行した自

発活動性の分析(自発活動性の測定かこおいては，すべての行動指標においてNMB.

RKOマウスと野生型マウスの間に有意な差は認められなかった。これに対して，Ｔ

型迷路訓練後の自発活和生においては(自発活動性の測定2)，立ち上がり反応(vertical

counts)と常同行勤皇(stereotypiccounts)を除くすべての行動指標においてＮＭＢ．Ｒ

ＫＯマウスと野生型マウスの間に有意な差が認められた。すなわち，移動運動に関し

ては,移動運動量(djistance traveled: t=2.77,pく0.03)･移動運動時間(time ambulation:

t=2.7,p<0.03)および移動運動カウント(ambulatory counts: t=2.57,p<004)において

ＮＭＢ-ＲＫＯマウスの反応が野生型マウスの反応と比較して有意に低下していた。ま

た，常同行動従事時間(tlme stereotypy: t=1.98,pく0.04，片側検定)および不動時間

(time rest: t=20，pく0.04，片側寅定)においてNMB-R KOマウスの反応が野生型マ

ウスの反応よりも完進している傾向が認められた。

　次に自発活動性の測定１と２の間で，各遺伝子型のマウスの行動変容について個

体内比較を行なった｡野生型マウスにおいては,移動運動量(dist皿ce traveled: t=7.14，

pく0,01)'移動運動時間(time ambulation: t=4.35，p<0.02)および移動運動カウント

(ambulatory counts: t=6.71,p<0.01)においてＴ型迷路訓練後の反応が有意に迩進し

ていた。またヽＴ型迷路訓練後の不動時間(time rest: t=2.7,p<0.03 one-tajled)が減

少する傾向が認められた。一方,NMB-R KO マウスにおいては,移動運動量((hstance

traveled: t=11.13,p<0.001)'移動運動時間(time ambulation: t=8.48,p<0.001)'移動

運動カウント(ambulatorycounts: t=13.2，p<0,001)および常同行動量〔stereotyl〕ic

counts:t=2.64,p<O.05)においてＴ型迷路訓練後の反応が有意に九進していた。また，

Ｔ型迷路訓練後の不動時間(time rest: t=4.04,p<0.01)が有意に減少していた。
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traveled，(B)Time ambulatjon， (C)Ambulatorycounts，(D)Time stereotypy (E)
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3）考察

　本実験では、Ｔ型迷路学習においてNMB.RKOマウスが野生型マウスとは異なる

反応パタンを示すこと、およびＴ型迷路訓練の前後における自発活動性の変化のパ

タンがＮＭＢ-ＲＫＯマウスと野生型マウスの間で異なることが示された。

　本実験においては、マウスに対してＴ型迷路学習課題の遂行および獲得という認

知的負荷を与えた場合の行動変化について、NMB-R KOマウスと野生型マウスを比

較検討することを目的とした。づ役に学習課題の遂行および獲得を目的とした訓練に

おいては、被験動物を課題遂行に動機づけることが必要とされる。動機づけの方法と

しては、食物剥奪による飢餓動因の操作や飲水制限による渇動因の操作、あるいは嫌

悪刺激の提示による恐怖(不安)動因の操作などがづ投的に用いられてきた(140)。これ

らの動因操作は被験動物の課題遂行に対する動機づけ水準を高めるばかりでなく、一

般活動性の九進あるいは低下および情動喚起など、目的とした行動以外の行動に対し

ても大きな影響を及ぼし得ることは言うまでもない。したがって、本実験から得られ

た結果は、Ｔ型迷路学習課題による認知的な負荷の効果および食物剥奪による負荷の

効果という２方向からの解釈が必要とされる。

　本実験ではＴ型迷路学習課題訓練に先行して、自発活動性の測定を実施した(座席

活動性の測定ヱ)｡この測定におけるマウスの自発活動は、食物剥奪が自発活動性に

及ぼす効果を反映しているものと考えられる。実験１において、食物剥奪を受けた

NMB-R KOマウスは、餌捜し行動テストにおいて野生型マウスとは異なる反応パタ

ンを示した。しかしながら、本実験の自発活動の測定１においては、ＮＭＢ．ＲＫＯ

マウスと野生型マウスの自発活動性の間には有意が差は認められなかった。この結果

は、実験１において観察されたNMB-R KO マウスの常闇行動の九進が、単に食物

剥奪によって生じたものではなく、餌捜し行動実験という特殊な実験状況に依拠した

食物剥奪の効果の表出と推測される。本実験においては、Ｔ型迷路訓練中のマウスの

観察において、野生型マウスが選択点における短腕の選択においてためらうことなく

～方の短腕を選択したのに対して、NMB.RKOマウスは、選択点において短腕の選

択をためらう行動が頻繁に認められた。すなわち、Day 2 以降、選択点において２

本の短腕の入り口付近における往復反応および入りロ付近での停滞のような常同的反

応が一貫して観察された。ＮＭＢ､Ｒ ＫＯマウスの選択点における｢ためらい行動｣す

なわち常同行動は、実験１の餌捜し行動実験に見られた常闇行動と一貫した行動変

化と解釈することが可能である。したがって、Ｔ型迷路学習課題におけるこのような
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NMB-R KOマウスの行動上の変化は、その後の自発活動性における変化を予想させ

るものである。実験１では餌捜し行動に見られた常同行動の迩進が通常のオープン

フィールド場面においても継続して観察されるか否かという確認が行なわれなかった

そこで本実験ではＴ型迷路学習課題の終了後に､再度自発活動性の測定を行なった(片

発活動性の測定≒9)。その結果、移動運動に関する各指標において、Ｔ型迷路訓練の

前後における反応変化の傾向はNMTB-R KO マウスと野生型マウスともに増加傾向を

示しているが、NMB-R KOマウスにおける変化の程度は野生型マウスよりも有意に

低かった。また、常同行動に関する各指標において、Ｔ型迷路訓練の前後で野生型マ

ウスでは変化が認められないのに対して、NMB-R KOマウスでは増加する傾向を示

した。

　これらの結果は、Ｔ型迷路学習課題においてNMB.RKOマウスに見られた常同行

動の変化が、Ｔ型迷路学習課題を離れて通常のオープンフィールド事態に移行しても

持続していることを示している。したがって、NMB-R KOマウスにおける食物剥奪

による負荷および認知的負荷による行動変化が、少なくともある程度の持続吐をもつ

ものであることが推測される。Ｔ型迷路学習課題の獲得は、マウスに実験神経症や学

習性絶望を生起するほど大きな負荷とは考えられない。しかし訓練の推移から推測さ

れるように(Fig､4-4)、必ずしもマウスにとって容易な課題ではない。Ｔ型迷路学習課

題訓練後の自発活動性の完進が野生型マウスにおいても認められたことから、この課

題が十分に効果的な認知的負荷をマウスに与えていることは明らかであるといえる。

　このように本実験においては、NMB.RKOマウスがＴ型迷路学習課題の遂行によ

って㈲肋性あるいは環境に対する反応性において野生型マウスとは異なる変化を生じ

ていることが明らかになった。
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3)実験３：社会的刺激の剥奪による行動変容一強制水泳テスト(fbrced

　　　　　　swimming test)の分析

3)-1.方法

　被験体：雄のＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウス16匹、および同腹の雄の野生型マウス21匹。

雌のＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウス20匹、および同腹の雌の野生型マウス20匹。 ＮＭＢ-ＲＫＯ

マウスおよび野生型マウスはC57BL/6系統のマウスに戻し交配を行なった第4 ･5

世代(F4･F5)のマウスを｢司世代のもの同士掛け合わせたものを用いた。マウスは実験

開始時に約４ヶ月齢で、平均体重は雄のNMB.RKOマウス28.1土0.45g、野生型マ

ウス28.4±0.4g、雌のNMB-R KOマウス21.3士0.38g、野牛型マウス21.6土0.31gで

あった。なお、摂食および飲水は実験中を除いて自由とした。

　装置:プラステック製のビーカー(直径16cm､高さ27cm)に水3000ml(深さ15cm)

を入れたものを用いた。水温は23℃土2℃であった。

　手続き：実験開始の１ヶ月前に、雄と雌のNMB-R KOマウスおよび野生型マウス

を、それぞれ体重に偏りのないように２群に分配した。各性別および遺伝子型のマ

ウスそれぞれについて、一群を集団飼育条件に他の一群を個別飼育条件に振り分け

た｡集団飼育条件では１ゲージ当たり４匹づつの集団飼育を行ない(野生型:Group 4十;

NMB-R KO:Group 4-)ヽ個別飼育条件では１ゲージ当たり１匹で飼育を行なった(野

生型:Group 1十;NMB-R KO: Group 1-)｡強制水泳テストの手続きはPorsoltらの原

法(158､159)に従い、必要な変更を行なった。マウスをビーカーの中に静かに入れ、５

分間のマウスの行動を観察した。行動の指標はマウスの不動時間とし、５分間の観察

時間内の合計不動時間を測定した。なお、不動状態は４肢および全身の不動と定義し

た、測定は雄のマウスでは連続２日間、雌のマウスでは連続６日間行なった。

　統計的検定：統計的分析は訓練初日と最終日におけるデータについて、一元配置の

分散分析を用いて行い、多重比較にはStudentのｔ検定(両側)を用いた。また個体内

比較には対応のあるｔ検定(両側)を用いた。
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Forced Swimming Tesl

マウスの強制水泳場面｡マウスが示す不動状態には、

ここに示されるような四肢を縮めた状態と､四肢を広げ

て硬直姿勢をとる場合がある(写真はＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウ

ス)。
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3)-2.結果

　雄のマウスを用いた強制水泳テストの結果をFig.4.6にまとめた。テスト初日(Day

1)における不動時間について一元配置の分散分析を行なったところ，実験条件の主効

果が認められた(F(3,33戸3.25,p<0.05)。多重比較の結果，個別飼育条件の野生型マ

ウスの不動時聞か集団飼育条件の野生型マウスの不動時間よりも有意に短かった

(t=3,23,p<0.01)。またテスト最終日(Day 2)における不動時間について一元配置の分

散分析を行なったところ，実験条件の主効果は有意ではなかったが，極めて有意水準

に近かった(F(3,33)=2.45，p<0.09)。そこで，多重比較を行なったところ，個別飼育

条件のNMB-R KOマウスの不動時間が同条件の野生型マウスの不動時間よりも有意

に長かった(t=2.45,p<0,03)。また，Day 1 とDay 2 における不動時間の変化につい

て個体内比較を行なったところ，すべての実験条件で不動時間が有意に長くなってい

た(それぞれ，Group 1十,t=7.73，p<0.001; Group 1-, t=14.3,p<0.001; Group 4十，

t=9.35,p<0.001; Group 4-, t=3.71,p<0.01)。

　一方，雌のマウスを用いた強制水泳テストの結果をFig.4-7にまとめた。テスト初

日(Day 1)における不動時間について一元配置の分散分析を行なったところ，実験条

件の主効果が認められた(F(3,33)=3.25,pく0.05)。多重比較の結果，個別飼育条件の

NMB-R KOマウスの不動時間がその他すべてのグループにおける不動時間よりも有

意に短かった(それぞれ，Group 1- and Group 工十,t=3.04,p<0.01; Group 4十,t=4.16，

pく0.001; Group 4-, t=2.5,pくO.05)。またテスト最終日(Day 6)における不動時間につ

いて一元配置の分散分析を行なったところ,実験条件の主効果は有意ではなかったが，

極めて有意水準に近かった(F(3,36戸2.79,pく0.06)。そこで，多重比較を行なったと

ころ，個別飼育条件のNMB-R KO マウスでは｢司条件の野生型マウスよりも不動時間

が有意に長く(t=2.62，p<0.02)，一方集団飼育条件の野生型マウスの不動時間は個別

飼育条件の野生型マウスの不動時間よりも有意に長かった(t=2.52,pく0.03)｡また，

Day 1 とDay 6 における不動時間の変化について個体内比較を行なったところ，す

べての実験条件で不動時間が有意に長くなっていた(それぞれ，Group 1十，t=9.34，

p<0.001; Group 1-, t=18.3,pく0.001; Group 4十,t=9.78,p<0.00 1; Group 4-, t=6.55，

p＜0.001)。
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3)-3.考察

　本実験においては、個別飼育されたＮＭＢ．ＲＫＯマウスにおいて、強制水泳テスト

における不動時間が伸長することを明らかにした。また、この現象が雄のマウスだけ

でなく、雌のマウスにおいても生じることを明らかにした。これらの結果は、個別飼

育による社会的刺激の剥奪が、強制水泳テストにおけるＮＭＢ-ＲＫＯマウスの不動時

間を変化させることを示している。

　強制水泳テストは懲あるいは絶望状態の評価法として各種抗慰薬の薬理評価の目

的で頻繁に用いられてきた（158-162）。本節序文においても述べたとおり、不可避的

な苦痛状態を経験した動物は、その後状況が回避可能に変化しても回避しなくなる。

強制水泳テスト事態はまさしくマウスにとって不可避的な苦痛状態といえるため、マ

ウスが示す不動状態はある種の「絶望状態」と考えることも可能であろう。しかし一

方では、強制水泳テスト事態はマウスにとって極めて強いストレスを与える環境刺激

の一つとも考えられ、テスト中に示すマウスの不動状態はこの強いストレス刺激に対

する適応方略の一種と捉えることも可能である。個別飼育による社会的刺激の剥奪が

動物の情脂性を変化させることから、個別飼育によって強制水泳事態におけるマウス

の不動時間が伸長することが予想される。そこで本実験では、NMB.RKOマウス･

野生型マウスともに集団飼育条件と個別飼育条件という２種類の飼育条件の効果に

ついて検討を加えた。雄のマウスによる実験においては、第１試行においてＮＭＢ．Ｒ

ＫＯマウス･野生型マウスともに集団飼育条件のマウスの不動時間が個別飼育条件の

マウスの不動時間よりも長い傾向を示した。この結果は、個別飼育による情動性の九

進力i強制水泳テストにおけるマウスの不動時間を短縮する効果を持つことを示してい

る。しかし、第２試行において、野生型マウスでは飼育条件の効果が消失し、一方

NTMB-R KOマウスでは個別飼育条件のマウスの不動時間が集団飼育条件のマウスの

不動時間よりも長くなる傾向を示した。同様の結果は雌のマウスを用いた実験におい

ても観察されている。したがってこれらの結果は、個別飼育条件のNMB-R KO マウ

スに認められた不動時間の伸長が、個別飼育による情動性の変化によってではなく、

ストレス刺激に対する適応方略の変化によって生じたものと考えられる。

　このように、個別飼育されたＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスが同条件の野生型マウスよりも長

い不動時間を示したことは、個別飼育条件のＮＭＢ-ＲＫＯマウスにおいてストレス負

荷に対する耐削こ変化が生じていることを示唆している。
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4)実験４：育児行動テストおよび育児行動による行動変容一仔引き行動テスト

　　　　　　(pup retneval test)の分析と明暗箱テストの分析

4)-1.方法

　被験体および交配：雌のＮＭＢ｡ＲＫＯマウス16匹、および同腹の雌の野生型マウ

ス11匹。 ＮＭＢ-ＲＫＯマウスおよび野生型マウスはC57BL/6系統のマウスに戻し交

配を行なった第４世代(F4)のマウス同士を掛け合わせたものを用いた。マウスは実験

開始時に3～5ヶ月齢のものを用いた。交配は仔の遺伝子型が全てヘテロ接合体

(NMB-R十/-)にそろうように行った。すなわち、雌のNMB-R KO マウス(-/-)は同世

代の雄の野生型マウス(十/十)と、雌の野生型マウス(十/十)は同世代の雄のＮＭＮ-Ｒ ＫＯ

マウス(-/-)と交配を行なった。被験体は、育児経験を統制するために出産未経験の雌

個体とし、出産した個体のうち仔を６匹以上産んだ個体だけを実験に使用した。ま

た、仔の数は母親１個体につき６匹とし、それ以上の仔は実験から除外した。なお、

仔の性別は判定および個体数の統制が困難であるために統制を行なわなかった。

　装置・材料：実験装置としてＴ型迷路(実験２参照)を用いた。また、紙製の箱(120

×90×15(H)mm)に床敷(深さ1cm)を入れ、出発点および目標点に配置した。なお、

仔は目標点に配置したこの箱の中に入れた。また、明暗箱テストには、第２章で用

いた明暗箱を用いた。

　手続き：母性行動の旅店:2週間の交配期間終了後、被験体を雄個体から分離し、

個別飼育に移行した。個別飼育開始後、被験体の出産直前(2～3日前)に装置に対す

る馴化試行を行った。馴化試行では被験体を装置内に入れ、５分間自由に探索させた。

被験体の出産を確認した日をDay 1 とし、Day 3 から育児行動の観察と仔引き行動

テスト(pup retrievaltest)を開始した。なお、これらの方法はBohvarら(163)に従い、

これに若干の変更を加えた。

　イ)育児行動の観察：出産確認日をDay 1 と数え、Day3より飼育ゲージにおいて

母親の育児行動の観察を行った。育児行動の観察は実験終了時まで継続して行った。

行動指標としては、仔なめ行動(hcking)･営巣行動(nesting)・群化行動(grouping)･仔

の集団に対するかがみこみ行動(crouchj皿g)･仔引き行動(retrieval)および授乳行動と

し、遂行の可否を記録した。
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　ロ)仔引き行動テスト(pup retrievaltest):Day3よりDay 6 までの４日間行った。

Ｔ型迷路の一方の短腕終了部に配置した紙箱内に仔をまとめて置いた後、母親を長腕

上に配置した紙箱におき、出発点の扉を間放した時点で試行開始とした。測定時間は

最大10分間とし、すべての仔を出発点内に移動した時点で試行終了とした。計測を

行った指標は以下のとおりである。①1匹目の仔を移動するまでの時間およびそれま

での移動回数(丘rst retrievanatency ＆No.ofmovenlents)、②くわえた仔を落とし

た回数(No.of dfops)、および③試行終了までの所用時間(total time)。なお、母親マ

ウスの出発点への仔引きを容易にするために、出発点には天蓋をもうけ内部を暗くし

た。装置のその他の部位には天蓋を設けなかった。また、仔を配置する短腕の位置は

一日毎に交替した。装置は１試行郎に70％アルコールで清掃した。

　習暗箱テヌハ：仔引き行動テストの日程終了後に行なった。マウスを明暗箱の暗

室に入れ、天蓋をしめた時点から試行を開始した。暗室から明室に出てくるまでの所

用時間(L-D latency)･暗室と明室の移動回数(No.of L-D movenlents)'暗室から明室

を覗いた回数(No.of looking ouず1および明室滞在時間(Time Light box)の各指標に

ついて５分間観察･記録した。なお、装置は１試行毎に70％アルコールで清掃した。

　統計的検定：統計的分析はＦ検定によって等分散性の検定を行なった後、Student

のｔ検定(片側･両側)を行なった。また、個体内比較は対応のあるｔ検定(片側･両側)

を用いて行なった。

4)-2.結果

4)-2-1.母性行動の測定

　育児行動の観察においては、NMB､R KOマウスと野生型マウスの間に差違は認め

られなかった。 ＮＭＢ-ＲＫＯマウスは野生型マウスと同様な育児行動を行なった。本

実験においては出産･育児未経験の雌マウスを用いたため、ＮＭＢ．ＲＫＯマウス･野生

型マウスともに出生数の分散が大きく、また生後まもなく死亡する仔が比較的多く見

られた。しかし、これらの観察結果の統計的分析において、両遺伝子型のマウスの間

に有意な差は認められなかった。

｜

゛1:暗室から明室を覗いた回数(No.ofk)o�ng out)は、マウスが暗室内から明室に移

動することなく鼻先の部分だけを出す反応と定義した。
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　仔引き行動の結果はFig.4-8にまとめた。なお、仔引き行動は第３試行以降制限時

間内に仔引きを終了しない被験体が現われ、データの欠指値が増えたため、第１試

行および第２試行のデータだけを分析の対象とした。１匹目の仔を移動するまでの時

間(をst retrievallatency)においては、Day 1･2ともにNMB-R KOマウスの方が野

生型マウスよりも短い傾向を示したが、有意な差は認められなかった。また、Day 1

とDay 2 の間では、野生型マウスでは１匹目の仔を移動するまでの時間に有意な短

縮を認めたが(t=2.43､p<0.05)、NMB-R KO マウスでは有意な短縮は認められなかっ

た。１匹目の仔を移動するまでの移動回数(No.ofmovenlents)については、ＮＭＢ｡Ｒ

ＫＯマウスにおける移動回数が野生型マウスよりも多い傾向が見られ、Day 2 におい

て有意な差が認められた(t＝1.84、p<0.04､片側検定)。また、Day1とDay 2 の間で

は、野生型マウスでは１匹目の仔を移動するまでの移動回数に有意な短縮を認めた

が(t=1.98､p<0.04、片側検定)、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスでは有意な短縮は認められなかっ

た｡くわえた仔を落とした回数(No.ofdrops)においては､Day 1･2 ともにＮＭＴＢ-ＲＫＯ

マウスの方が多い傾向を示しており、Day 2 において有意な差が認められた(t=1.93、

p<0.04､片側検定)。また、Day 1 とDay 2の間では、野生型マウス･NMB-R KOマ

ウスともに仔を落とした回数に変化は認められなかった。試行終了までの所用時間

(total time)については、Day 1 においてNMB.RKOマウスが野生型マウスよりも

有意に短かった(t=2.46､p<O.03)。また、野生型マウスではDay 2 において有意な時

間短縮が認められたが(t=4.n､p<0.01)、NMB-RKOマウスにおいては変化が認めら

れなかった。

4)-2-2.明暗箱テスト

　明暗箱テストの結果はFig.4-9にまとめた。暗室から明室に出てくるまでの所用時

間(明暗移動潜時:L-D latency)･暗室から明室を覗いた回数(No.of looking out)および

明室滞在時間(Time Light box)の各指標については、NMB.RKOマウスと野生型マ

ウスの間に有意な差は認められなかった。しかし、暗室と明室の移動回数(No.of L-

D movements)においてはNMB-R KOマウスの移動回数が野生型マウスの移動回数

よりも有意に多かった(t=2.61､p<0.02)。NMB-R KO マウスの明暗移動回数が多かっ

たことは、仔引き行動テストにおいてNMB-R KO マウスの移動回数が多かったこと

と一貫した結果といえる。
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4)-3.考察

　本実験においては、母性行動実験の仔引き行動テストにおいてNIV[B.RKOマウス

の装置内移動回数および加えた仔を落とす行動が野生型の反応回数と比較して有意に

多かったこと(Fig.4-8)を見出した。また、母性行動実験に続く明暗箱テストにおいて

NMB-R KOマウスの明暗移動回数が野生型マウスの移動回数よりも有意に多かった

ことを見出した(Fig.4-9(B))。

　育児行動の観察結果においてＮＭＢ．ＲＫＯマウスと野生型マウスの間に変化が認め

られなかったことは、NMB.RKOマウスにおける基本的な育児行動が正常に行なわ

れていることを示している。育児行動の一要素である仔引き行動(pup retneva1)にお

いても、飼育ケージ内における観察ではNMB.RKOマウスと野生型マウスの間に変

化は認められなかったが、Ｔ型迷路における仔引き行動の観察からは、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯ

マウスにおいて野生型マウスとは異なる行動パタンが見出された。全体的な傾向とし

ては、Ｔ型迷路における仔引き行動事態においてNMB.RKOマウスの活動性が野生

型マウスの活動性よりも高い傾向が認められたことである。すなわち、１匹目の仔を

移動するまでの時間および試行終了までの所用時間においては、有意水準に達しはし

なかったもののNMB-R KO マウスの所用時間が短い傾向を示しており、また移動回

数および加えた仔を落とす回数においては、NIV[B-R KOマウスの方が野生型マウス

よりも有意に高い傾向を示した。このようにＴ型迷路における仔引き行動において

NMB-R KOマウスの活動性が完遂していたことは、ＮＭＢ-ＲＫＯマウスにおける環

境刺激に対する反応性あるいはストレス負荷に対する応答性が野生型マウスとは異な

ることを示唆するものである。なぜならば、十分に馴致している飼育ゲージ内では全

く正常に遂行され得る仔引き行動がＴ型迷路のような不慣れな環境の下で変容した

ことは、母性行動自体の機能変化ではなく環境刺激に対する反応性の変化に帰因すべ

き行動変容と考えられるからである。類似の変化は母性行動実験終了後の明暗箱テス

トにおいても観察された。すなわち、明暗移動潜時･覗き込み回数および明室滞在時

間には変化が認められなかったが、明暗移動回数はＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスが野生型マウ

スよりも有意に多かった。この結果は仔引き行動テストの結果とともに、育児行動を

行なっているＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスが不慣れな環境刺激に対してより過敏に反応してい

ることを示すものといえる。

　第１節第２項の一般的行動特性の分析において述べたとおり、NMB-R KOマウス

は先行課題を行なわない条件では、明暗箱テストにおいて野生型マウスと有意な差が
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認められない。したがって、本実験において得られた明暗箱におけるＮＭＢ-Ｒ ＫＯマ

ウスの行動変化は、先行する母性行動実験とくにＴ型迷路における仔引き行動テス

トの影響による行動変化といえよう。この結果は、育児のような特殊な生理的･心理

的状況下にあるNMB-R KO マウスが新奇な環境および刺激事態にさらされた場合、

その行動を変容させる可能性があることを示唆するものである。
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5）考察：ストレス負荷とNMB.RKOマウスの行動変容

　本項ではＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスに対して諸種の実験的操作、すなわち負荷をかけるこ

とによる行動変容について実験的検討を行なってきた。

　実験１では食物剥奪による行動変化について餌捜し行動テスト面od exploration

test)を用いて検討を加えた。その結果、NMB-R KOマウスにおいて、床敷の下に隠

された餌を発見するまでの所要時間が野生型マウスと比較して有意に長くなっている

ことを見出した(Fig.4-3)。NMB-R KO マウスの嗅覚が野生型マウスと同様に正常に

機能していることはすでに一般的行動特性の分析において述べてきたとおりであり、

実験１の結果をNMB-R KO マウスの嗅覚欠損に帰因することはできない。実験１

では同時に、餌探し行動中のNMB-R KOマウスの自発活動性についても分析を加え

た。その結果、ＮＭﾐB-R KOマウスの常同行動量が野生型マウスと比較して有意に九

進していることが明らかになった(Fig.4-3)｡本研究で用いている活動量測定装置では、

常同行動とはオープンフィールド内のある一点上における前後あるいは左右の細かな

動作と定義される。すなわち、NMB-R KOマウスは餌捜し行動の際、野生型マウス

において行われているようなスムーズな探索ではなく、装置内の各所にとどまりなが

ら周りを探索するという方略をとっていることが推察される。

　この点については、実験２のＴ型迷路学習においてより明瞭な形で結果に反映さ

れている。Ｔ型迷路学習の第１試行において、NMB.RKOマウスは野生型マウスよ

りも有意に高い成績を示した。実験２の考察において述べたとおり、この結果は

NMB-R KOマウスの学習能力が高いことに起因するものではなく、自発的交替反応

の欠如あるいは反応固定(response丘xation)に起因するものと考えられる。このよう

な定型的な反応の形成あるいはより状況に適合した反応形態への調整機能の低下は、

餌捜し行動に見られた高い常同行動量と同一あるいは類似の内的変化によって生じて

いるものと推測される。実験２では、Ｔ型迷路学習課題の前後において自発活動量の

測定を行なった。Ｔ型迷路学習を経験したNMB-R KO マウスでは、自発活動性にお

いて野生型マウスとは異なる行動変容を示しており(Fig.4-5)、T型迷路学習のような

認知的課題の負荷がN]N/IB-R KOマウスの行動に重大な影響を与えたことは疑いのな

いことといえる。

　また、実験３では個別飼育による社会的刺激の剥奪による行動変容について強制

水泳テストを用いて検討を加えた。Table 4.2.に示したとおり、先往者一侵入者法によ

る社会的相互作用の実験においては、NMB.RKOマウスと野生型マウスの社会的相
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互作用の間に変化は認められなかった。しかし、個別飼育は非常に広範な行動に深い

影響を及ぼすことが知られているので(第３章参照)、本実験ではマウスに極めて強い

ストレス負荷を与えることが予想される強制水泳事態を用いて検討を加えた。その結

果、性差はあるものの雄･雌どちらにおいても個別飼育条件のＮＭＢ-Ｒ ＫＯ マウスの

不動時間が野生型マウスの不動時間よりも有意に長かったCF砿4-6､4-7)。この結果は、

個別飼育による社会的刺激の剥奪の効果が、ＮＭＢ．ＲＫＯマウスと野生型マウスの間

で異なる可能性を示している。第３章で述べたとおり、通常個別飼育をおこなった

動物は集団飼育をおこなった動物よりも高い情動性あるいは不安性を示すとされてい

る。そのために強制水泳事態においてはより不動時間が短くなることが予想される

が、個別飼育条件のマウスに不動時間の短縮が認められたのは第１試行においての

みであった。したがって、最終試行において個別飼育条件のNMB-R KO マウスが示

した長い不動時間は、単なる情動性の変化によってではなく、社会的刺激の剥奪によ

ってその後のストレス負荷事態に対する反応性が変化したことに起因するものと考え

られる。

　さらに、実験４では、育児行動あるいは母性行動といわれる、母親マウスにとっ

て多大な負荷がかかることが予想される実験条件における行動変化について検討を加

えた。言うまでもなく、母性行動は妊娠および出産を契機とした劇的な内分泌学的変

化によって生じる一連の定型的行動パタンである。近年ではいわゆる授乳ホルモンで

あるプロラクテン(prolactin)が出産を機に分泌され、そのホルモンによって一連の行

動連鎖が解発されることが知られてきた(164)。また同時に育児行動あるいは母性

行動は脳内の麻薬様物質(endolphin)の分泌が重要な機能を果たしていることも示唆

されている(165､166)｡したがって、育児期間中のマウスにおいては諸種の行動変容

が生じていることが予想される。NMB-R KOマウスの飼育ゲージ内における育児行

動は全く正常に遂行されていたが、Ｔ型迷路を用いた仔引き行動においては、装置内

の移動行動およびくわえた仔を落とす行動に有意な増加が認められた。実験の観察か

らは、ＮＭＢ．ＲＫＯマウスは野生型マウスよりもそわそわした態度を示し、また仔引

き行動においても極めて慌てた様子が伺われた。ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスに認められたこ

れらの行動変化は、育児期間中にマウスに生じている内的変化の影響が、Ｔ型迷路に

おける仔引き行動テストというテスト場面に依存して表出されたものと考えることが

できる。

　このように本研究から得られた結果は、生理的･物理的･社会的あるいは認知的な

負荷によってＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスが行動を変容することを強く示唆するものである。
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これら多様な負荷要因は、言うまでもなく多様な生理学的･内分泌学的変化を伴うも

のである。したがって、NMB.RKOマウスにおけるこれらの生理学的･内分泌学的

な変化について検討を加えることによって、ＮＭＢの行動調節機能が明らかにされる

であろう。

128

↓



2.ストレス負荷と内分泌反応の変化

　前項では、各種課題負荷によるNMB.RKOマウスの行動変化が野生型マウスにお

ける行動変化とは質的･量的に異なることを示した。前項で用いた各種負荷探題は、

マウスに対して行動のように外的に表出される反応ばかりでなく、さまざまな内的反

応を生じさせていることは言うまでもないことである。しかし、マウス個体は食物剥

奪･学習課題の遂行･社会的刺激の剥奪･強制水泳および育児行動などの負荷に関して、

程度の差こそあれ贋動としての評価を行なっていることは容易に推測されることであ

ろう。ストレス刺激を情動として評価するのは主として近縁前脳である。すなわち、

海馬(hippocampus)・帯状回(cingulate gyrus)・前頭前野(prefrontal area)・嗅回

(ohdory gyrus)･中隔(septum)および扁桃体(amygdala)の各領域である(143)。これ

らの領域のうち海馬･扁桃体などには第１節において示したようにＮＭＢ-Ｒが発現し

ており、ＮＭＢ-Ｒがストレス刺激の入力あるいは受容の段階で何らかの機能を果た

している可能性もある。

　また、ストレス負荷による内分泌学的変化については古くから知られているが、

セリエが報告した全身症候群は副腎皮質を中心としたものである。副腎皮質から糖質

コルチコイドを分泌させるものは脳下垂体から分泌される副腎皮質刺激ホルモン

(ACTH)であり、このACTHを分泌させるものは視床下部室傍核(PVN)のニューロ

ンから放出される副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン(corticotropm releasing

hornlone:CRH)である。CRHニューロンはバソプレッシン(vasopressin: VP)を含む

ニューロンと含まないニューロンの２種類があり、前者では急性ストレス負荷に対

して強い反応を生じる一方、後者では反応を生じない(143)。これは、PVNにおける

CRHニューロンが異なるストレス刺激に対して反応するように機能分化しているこ

とを示している。前項における諸実験においてNMB.RKOマウスは、食物剥奪や認

知的負荷のような慢吐的なストレス負荷、および強制水泳のような急性のストレス負

荷のいずれにおいても野生型マウスとは異なる行動変化を示した。これはNMB-R

の欠損がPVNにおける２種のCRHニューロン両方に機能変化をもたらしているこ

とを示唆している。Table 4-1.に示したとおり、PVN自体にはNMB-Rの発現が認

められていないが、PVNには扁桃体その他NMB-Rの発現が認められている諸領域

からの入力がある。したがって、NMBの行動調節機能を解明する際、PVNの機能

変化に関する検討、および機能変化をもたらす神経経路に関する検討は極めて重要な

ことと考えられる。
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　繰り返し述べてきたとおり、前項における行動実験において用いられた各種課題

は、マウス個体に対してさまざまなストレス刺激を複合的に与えているものと考えら

れる。また、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスに認められた行動変化は、これら多様なストレス刺

激に対する脳内のストレス反応系における神経活動の変異を反映しているものと推測

される。脳内のストレス反応系は極めて多岐にわたっており、必ずしもその全体像が

明らかにされているわけではない(143)。したがって、ストレス刺激に対する神経系

の反応について検討を加える際、負荷するストレス刺激の選定は重要な問題となる。

ストレス刺激の負荷による内分泌学的な変化については、従来拘束ストレス法

(restraint stress)が頻繁に用いられてきた(115､144)｡拘束ストレス法は、実験装置お

よび実験手続きが簡素で利用しやすいこと、またその効果が比較的明瞭に現れること

などの利点がある。そこで本頃では、用いるストレス刺激を拘束ストレスに限定し、

NMB-R KOマウスのストレス刺激に対する内分泌学的反応について行動生理学的検

討を加えた。
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I）実験１：拘束ストレス負荷による内分泌反応の変化‘1

1)-1.方法

　被験体：雄のＮＭＴＢ-Ｒ ＫＯマウス15匹、および同腹の雄の野生型マウス19匹。

ＮＭＢ-ＲＫＯ マウスおよび野生型マウスはC57BL/6系統のマウスに戻し交配した第

５世代目のマウス(F5)同士を掛け合わせたものを用いた。マウスは実験時に生後4～

7ヵ月齢で､平均体重はＮＭＢ．ＲＫＯマウスが28.8土0.39g､野生型マウスが28.5士0.47g

であった。なおマウスはすべて強制水泳テストに用いたもので、実験時には少なくと

も１ヶ月以上の期間、個別飼育条件で飼育されていた。

　装置･材料：拘束ストレス負荷には、プラステック製の遠沈用チューブ(50m1)の先

端を切り取ったものを用いた。また、血液サンプルの採取には0.5M EDTA溶液を５

μ１入れた1.5m1のマイクロチューブを用いた。血漿コルチコステロンおよび副腎皮

質刺激ホルモン(ＡＣＴＨ)の測定には、市販の放射性同位元素標識免疫測定

(radioimmunoassay: RLA)キット(Biotrak rat corticosterone assay system、

Amersham; DPC ACTH kit､Diagnostic Products Corporation､USA)を用いた。

　手続き：無麻酔のマウスを拘束用チューブに入れ、拘束開始の５分後および20分

後にマウスの尻尾の先端を切り取り約100μ1の血液を採取した。なお、ホルモンレ

ベルは口内変動が大きいので、実験はすべて午前10時から12時の間に行なった。

また、採取した血液は水温万一昨保存し、採取終了後に速やかに血漿を遠心分離し、

測定まで｡80万万保存した。測定は各キット添付のプロトコルにしたがった。

　統計的検定：統計的分析はＦ検定によって等分散性の検定を行なった後、Student

のｔ検定(両側)を行なった。また、個体内比較には対応のあるｔ検定(両側)を用いた。

1)-2.結果

　ホルモン測定の結果はFig.4-10にまとめた。 NMB-R KOマウスの血漿コルチコ

ステロン濃度は、拘束開始20分後に５分後の濃度よりも有意に上昇した(t=2.71、

pく0.02)が､野生型マウスにおいては有意な上昇は認められなかった。しかし､ＮＭＢ．Ｒ
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KOマウスと野生型マウスの間には有意な差は認められなかった。一方、血漿副腎皮

質刺激ホルモン(ACTH)濃度はＮＭＢ．ＲＫＯマウス･野生型マウスともに同様の上昇

傾向を示した(それぞれ、wUd tyPe mice: t=3.92､p40.01; NMB.R KO mice､ t=2.84、

p<0.02)｡しかし、ＮＭＢ．ＲＫＯマウスと野生型マウスの間には有意な差は認められ

なかった。
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゛1:本実験において、放射性同位元素標識免疫測定は、（財）東京都精神医学総合研究

所神経化学部門浜崎浩子先生（現東京医科歯科大学難治疾患研究所分子神経科

学助教授）に実施していただきました。
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signiacant diffbrence was observed between NMB-R KO mice and wild type mice.



2）実験２：ＮＭＢの脳室内投与による内分泌反応の変化゛1

2)-1.方法

　被験体:雌のNMB-R KO マウス８匹､および同腹の雌の野生型マウス８匹｡ＮＭＢ．Ｒ

ＫＯマウスおよび野生型マウスはC57BL/6系統のマウスに戻し交配した第５世代目

のマウス(F5)同士を掛け合わせたものを用いた｡マウスは実験時に生後約５ヵ月齢で、

平均体重はNMB-R KO マウスが22.3土0.57g､野生型マウスが22.0士0.44gであった。

なお、マウスは実験時に少なくとも１ヶ月以上の期間、個別飼育条件で飼育されて

いた。

　装置･材料：ベプテドの脳室内投与には、30ゲージの注射針にポリエチレンチュー

ブ(PE 10: Beckton Dickinson、 USA)をつけて作成した注入ゲージを用いた。注入し

たペプチドはニューロメジンB(NMB: NMB porcine､ Peninsula Lab.)で、5μ1当

たり100 pmo1 の容量になるように精製水(和光純薬)に溶かして調製したものを用い

た。なお、血漿コルテコステロンおよび副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)の測定には、

実験１で用いた放射吐同位元素標識免疫測定キットを用いた。

　手続き：無麻酔下でマウスの尻尾の先端を非拘束の状態で切り取り、約100μ1の

血液を採取した(be丘)re)。次に、マウスをゲージに固定し、頭皮上から注入ゲージを

側脳室に向けて差し込み、ベプテドを5μ1注入した。ベプチド注入の１時間後に再

度無麻酔下でマウスの尻尾の先端を非拘束の状態で切り取り、約100μ1の血液を採

取した(a丘er)。また、採取した血液は水温で一時保存し、採取終了後に速やかに血漿

を遠心分離し、測定まで｡80でで保存した。測定は各キット添付のプロトコルにした

がった。

　統計的検定：統計的分析は繰り返しのある二元配置の分散分析を用いた。また、

多重比較はStudentのｔ検定(両側)および対応のあるｔ検定(両側)によって行なった。

2)-2.結果

結果はFig､4-11にまとめた。血漿コルテコステロン濃度については、繰り返しの

１
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ある二元配置の分散分析の結果、測定の順序の主効果が有意であった(F(1､28)=5.23、

p<0.03)が、遺伝子型の主効果、および測定の順序×遺伝子型の交互作用は有意では

なかった。多重比較の結果、ベプテド投与前および後のいずれの測定においても、

NMB-R KOマウスと野生型マウスの血漿コルチコステロン濃度に有意な差は認めら

れなかった。しかし、ベプチド投与の前後における個体内に比較においては、ＮＭＢ．

ＲＫＯマウスでは有意な変動が見られなかったが、野生型マウスではペプテド投与後

の血漿コルチコステロン濃度の有意な上昇が認められた(t=2.85､p<0.03)。

　一方、血漿ACTH濃度については、繰り返しのある二元配置の分散分析の結果、

測定の順序と遺伝子型の主効果、および測定の順序×遺伝子型の交互作用ともに有

意ではなかった。また、多重比較においても有意な差は見出されなかった。

竹:本実験において、放射性同位元素標識免疫測定は、（財）東京都精神医学総合研究

所神経化学部門浜崎浩子先生（現東京医科歯科大学難治疾患研究所分子神経科

学助教授）に実施していただきました。
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Fig.4-11 ESct of NMB i�Usion on corticosterone(CORT)and ACTH secretion m

imale NMB-R KO and wild type mice. Data represents mean 十SEM.P-value

represents the〔hfirence between be丘〕reand aiter NMB i�usion.No significant

diflrence was observed between NMB-R KO mice and wild type mice.
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3）実験３：拘束ストレス負荷によるHPA系活動の検討一免疫組織化学的解析‘1

3)-1.方法

　被験体：雄のNMB-R KO、および同腹の雄の野生型マウス。ＮＭＢ-ＲＫＯマウス

および野生型マウスはC57BL/6系統のマウスに戻し交配した第５世代目のマウス

(F5)同士を掛け合わせたものを用いだ。マウスは実験時に生後6～8ヵ月齢であった。

被験体は各実験条件につき最低３匹ずつ用いた。なお、マウスは実験時に少なくと

も１ヶ月以上の期間、個別飼育条件で飼育されていた。

　装置･材料：拘束ストレス負荷には、プラスチック製の遠沈用チュープ(50mﾐl)の先

端を切り取ったものを用いた。免疫染色にはpolyclonal c-Fos antiserum (lncsta:r)・

biotinylated｀anti-rabbitlgG (Victor)'avidin4)iotin peroxidase complex (V6cter

ABC kit)・polyclona1 5-HT rabbit antibody(lncstar)およびnuorescein

isothiocyanate-labeled anti-rabbitlgG (MILES)を用いた。

　手続き：拘束ストレス負荷条件のマウスは、チューブに入れて拘束し、20分間の

拘束ストレス負荷を与え、負荷の終了直後に脳を摘出した。統制条件のマウスは、ゲ

ージから取り出した直後に脳を摘出した。免疫染色の方法はylmano＆孔hyama

(167)に従った。マウスをネンブタールによる深麻酔下におき、0.9％生理食塩水およ

びZambom固定液によって潅流固定をおこなった。Zambom固定液は4％パラホル

ムアルデヒドおよび0.2％ピクリン酸を含有するＯｊＭ燐酸バッファーである(PH

7.3)。摘出した脳はZamboni固定液によって再固定後、5-18μmの切片にし、

polydonal c-Fosantiserum(3000倍希釈)で処理し、続いてbiotmylated anti-rabbit

lgG(200倍希釈)およびavidin-biotin peroxidase complex (500倍希釈)によって処理

後、過酸化水素および3､3'-diaminobenzidj_neによって処理して可視化した。またセ

ロトニンの染色は､切片をpolydona1 5-HT rabbit antibody (1000倍希釈)で処理後、

nuorescem lsothiocyanate-1abeled anti-rabbltlgG (1000倍希釈)処理によって可視

化した。
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3)-2.結果

　免疫組織化学的解析の結果はFig.4.12に示した。室傍核(PVN)領域におけるc-Fos

の発現については、ＮＭＢ-ＲＫＯマウスにおける発現が野生型マウスよりも強いこと

が示された(A､C)。また、c.Fos発現は20分間の拘束ストレス負荷後のＮＭＢ-Ｒ ＫＯ

マウスにおいてもっとも犬きかった(B､D)。また、縫線核(dorsal raphe)におけるセロ

トニン抗体反応についても、NMB-R KOマウスにおける反応が野生型マウスの反応

よりも強く(E､G)、拘束ストレス負荷後には更に反応が強まった(EH)。

3)-3.考察

　本実験では、NMB-R KOマウスにおいて、室傍核におけるc､Fos発現および縫線

核(dorsal raphe)におけるセロトニン抗体反応が野生型マウスと比較して増強されて

いることが明らかになった。

　情動性の調節にセロトニンが関与していることは一般的に認められており(168)、

セロトニン系の機能失調が寄およびストレス事態に対する適応性に関する各種心理学

的疾患の原因とみなされてきた。セロトニン受容体の欠損マウスにおいて攻撃性の九

進(5-TH。72)および不安反応性の九進(5-HTIA､137)が報告されていることは第２章

で論じたとおりである。また、a -caldum-calmodu五n-dependent kinase II および

他のモノアミン酸化酵素の欠失が脳内のセロトニンレベルを変化させ、攻撃性を九進

させることが明らかにされている(169､170)。ボンベシン様神経ペプチドが縫線核に

おけるセロトニンニューロンを活性化させるという報告がなされており(171)、また

本章第１項で示したとおり、NMB-Rが縫線核および周辺に高密度に分布しているこ

とから、ＮＭＢ-Ｒが縫線核におけるセロトニンニューロンの活動について重要な調整

機能を果たしていることが推察される。

゛1:本実験において、免疫組織化学的実験は犬阪府立看護大学医療技術短期大学部理

学療法学科助教授山野償利子先生に実施していただきました。
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Fig. 4-12 1mmunohistologlcal analysis of brain sections. Photomicrographs showing

typical patterns of c-Fos-like immunoreactivity in the paraventricular nucleus (PVN)of

wild type (A，B)and NMB-R KO mice (C，D)，and 5-HT-like immunoreactlvity in the

dorsal raphe of wild type (E，F)and NMB-R KO mice (G，H).ln B， D，F and H， brain

sections from mice that underwent physical restralnt stress are shown. Note that

expression of both c-Fos and 5-HT was higher in NMB-R KO mice than in control wlld

type mice，and that physical restraint stress enhanced this d迂ference.Bar,150μm for

A-D and 50 μm for E-H.
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4)考察：ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスにおけるストレス反応性の変化

　本項では拘束ストレス負荷によるＮＭＢ．ＲＫＯマウスの内分泌反応の変化について

行動生理学的検討を行なった。その結果実験１では、拘束ストレス負荷後の野生型マ

ウスにおける血漿コルテコステロン濃度の上昇が有意ではなかったが、ＮＭＢ．ＲＫＯ

マウスでは有意な上昇が認められた(Fig.4-10)。また実験２では、NMBの脳室内投

与によって野生型マウスの血漿コルテコステロン濃度が有意に上昇したのに対して、

NMB-R Ko マウスにおいては、有意な上昇は認められなかった(F紅4-n)。さらに

実験３では、拘束ストレス負荷後の視床下部領域および縫線核における内分泌学的

変化について免疫組織化学的解析を行なったところ、NMB-R KOマウスの室傍核に

おけるc-Fosの発現および背側縫線核におけるセロトニン抗体反応の九進が見出され

た(Fig.4-12)。

　実験ｎこおいて、拘束ストレス負荷による血漿コルチコステロン濃度の有意な上

昇がNMB-R KO マウスにおいてのみ観察されたこと、および血漿副腎皮質刺激ホル

モン(ACTH)濃度の有意な上昇がNMB.RKOマウスおよび野生型マウスの両者に認

められたことは､ＮＭＢ-Ｒの欠損がコルチコステロンの分泌を過剰にするのに対して、

ACTHの分泌には影響を及ぼさないことを示している。そこで内在性のＮＭＢがコ

ルテコステロンおよびACTHの分泌にいかなる関与をしているのかという点につい

て検討するために、実験２ではNMBの脳室内投与によるこれらホルモンの分泌に

ついて検討を加えた。その結果、ＮＭＢの脳室内投与によって、野生型マウスにおい

ては血漿コルテコステロン濃度の有意な上昇が、またNMB-R KO マウスにおいても

有意水準には達しなかったものの、血漿コルテコステロン濃度の上昇が観察された。

野生型マウスにおける血漿コルテコステロン濃度の上昇は、内在性のNMBがコル

テコステロンの分泌に何らかの関与をしている可能性を示唆するものである。一方、

NMB-R KOマウスにおける血漿コルテコステロン濃度の上昇傾向は、脳室内投与さ

れたＮＭＢが他のボンベシン様神経ペプテド受容体に結合した結果と解釈できる。

すなわち、実験２において脳室内に投与されたNMBの量は内在性のリガンドとは

比較にならないほど多量であるため、その高濃度のゆえに内在性のリガンドの濃度で

は結合しない親和性の低い他の受容体に結合し､機能したものと解釈すべきであろう。

ボンベシン様神経ペプチドの投与によって、コルテコステロンの分泌が促進されると

いう報告はすでになされているが(171､172)、実験２の結果はその結果と一貫するも

のである。しかし、上述のようにNMB-R KO マウスにおいても有意水準には達しな

140

|

･

｜

｜

！

｜



L.I ，

　　i

｜

｜

かったものの、コルチコステロン濃度の上昇が見られた二とがら、ＮＭＢにに､性のス

トレス侵襲時におけるコルテコステロンの分泌に何らかの関与をしているものの、直

接的かつ排他的な調節機能を果たしているわけではないと考えられる。

　さらに、本論では取りあげなかったが、拘束ストレス負荷後のマウスの脳から視

床下部領域を摘出し、視床下部領域におけるコルチコステロン分泌に関与していると

される各種ホルモンレベルの測定を行なった。しかしながら、ACTH ･副腎皮質刺激

ホルモン放出ホルモン(ＣＲＨ)･バソプレフシン(V屯)およびオキシトシン(oxytosm)など、

ＨＰＡ系における主要物質は、ＮＭＢ．ＲＫＯマウスと野生型マウスにおいて同程度の

水準であった。同様に、モノアミンに関する測定においても、ドーパミン(DA)およ

びノルアドレナリン(NA)のレベルには変化が認められなかった。これらの結果は、

NMB-R KOマウスにおけるコルチコステロン分泌の九進およびストレス反応性の変

化が、狂PA系の機能変化によるものではないことを示すものといえる。

　一方、実験３において、NMB-R KOマウスのPVNにおけるc-Fosの発現が野生

型マウスよりも増加していたこと、およびその増加が拘束ストレス負荷後にさらに際

立ったことは、拘束ストレス負荷によるNMB-R KO マウスの行動学的および内分泌

反応の変化が、視床下部領域における何らかの神経活動を媒介としたものであること

を示している。視床下部領域は縫線核、特に背側縫線核(dorsal raphe)からのセロト

ニンニューロンの投射を受けている(136)。NMB-R KOマウスの背側縫線核におけ

るセロトニン抗体反応が九進していたこと、および拘束ストレスによってセロトニン

抗体反応が更に増強されたことから、背側縫線核におけるＮＭＢ．Ｒの欠損が投射部

位である視床下部の神経活動に影響を与えている可能性があることは容易に推測され

よう。未だ推測の域を出ないが、背側縫線核におけるＮＭＢ-Ｒがセロトニン放出を

抑制的に調節しており、その結果セロトニンニューロンを介した視床下部の神経活動

を調節しているものと考えられる。

　これらの結果から、NMB-R KO マウスにおいて観察されたストレス反応の変化は、

HPA系の機能変化ではなく、セロトニンニューロンの機能変化によるものであると

考えられる。
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第３節ＮＭＢ-Ｒの行動調節機能に関する考察

　本節では第２節における諸実験結果より、マウスにおけるNX[B-Rの行動調節機

能について考察を加える。

　第１節において述べたとおり、ＮＭＢ．Ｒは脳内に広く分布していることから、当初

多岐にわたる行動変化が期待された。しかし、づ投的行動牲吐の分析に見られたとお

り、予想に反してNMB｡RKOマウスには特徴的な行動的表現型を見出すことができ

なかった。そこで本研究においては、まずＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスに対して野生型マウス

においても十分に行動変容が期待される実験的操作、すなわち負荷を与えることによ

って、行動変容のあり方について野生型マウスとの変異を探るという方略を用いた。

　第１項においては、食物剥奪による生理的負荷･学習課題の遂行による認知的な負

荷･個別飼育による社会的刺激の剥奪という負荷および育児行動のような身体的･精神

的な負荷を与えた場合の行動変容について実験的検討を加えた。これらの負荷によっ

て野生型マウス･NIN/[B-R KOマウスともに行動変容をきたしたが、その中でも

NjN/[B-R KOマウスの行動変化は、野生型マウスと量的あるいは質的に異なり得るこ

とを明らかにした。主たる変化は、反応固定に類する変化および常同行動の九進

(response丘xation:Fig.4-3､Fig.4-4; stereotypicbehavior: Fig.4-3､Fig4-5)、反応性の

低下(Fig.4-5、Fig.4-6～7)、および反応安定性の欠如(Fig､4-8～9)などであった。こ

れらの結果から、NMB-R KOマウスは各種ストレス負荷に対する反応性が行動レベ

ルで変化していることが明らかにされた。しかしながら、これらの実験で用いられた

課題は、それぞれ極めて広範かつ特異的な反応を生体内に生じさせ得るものであり、

負荷による個々の行動変化は必ずしもNMB-Rの欠損を直接反映しているとは限ら

ない。同時に、これらの諸行動変化に関する脳･神経系における責任領域についても

多岐に及ぶことが推測されるため、行動学的検討のみによってＮＭＢ-Ｒの行動調節

機能について統一的な見解を提示することには無理がある。そこで、第２項では与

える負荷を拘束ストレスに限定し、その内分泌学的効果についてＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウス

と野生型マウスの間で比較検討した。

　第２項においては、拘束ストレス負荷によってNMB-R KOマウスの血漿コルチコ

ステロン濃度上昇が増強されること(Fig.4-10)、またＮＭＢの脳内投与による実験か

らこの反応がNMBによって直接調節されているわけではないことを明らかにした

(Fig.4-11)。さらに、免疫追徴化学的検討の結果、NMB-R KO マウスにおいて、非
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ストレス侵襲時のPVNにおけるc.Fosの発現が増強し、また背側縫線核におけるセ

ロトニン抗体反応も増強していること、およびその傾向が急性のストレス侵襲によっ

てさらに強まることを確認した(Fig.4.12)。これらの結果は、ＮＭＢ-Ｒがストレスに

対する反応性に関してセロトニンニューロンを介して調節していることを示すもので

あると同時に、ストレス負荷時におけるNMB-RKOマウスの行動変容がセロトニン

ニューロンの異常によって生じていることを示すものといえよう。

　上述のように本章における行動生理学的解析は拘束ストレス負荷時についての

み行なわれた。したがって、強制水泳テストにおける水浸ストレスのような全身に対

する急性のストレス侵襲の場合を除いては、その他各行動実験において認められた

NMB-R KOマウスの行動変化のすべてについて、同様の生理学的・内分泌学的変化

が生じていると一般化することはできない。しかし背側縫線核および正中縫線核

(medial raphe)を始点とするセロトニンニューロンの投射がＮＭＢ-Ｒの発現領域と極

めて良く対応していることも事実である。NMB-Rの発現が認められている領域でセ

ロトニンニューロンの投射を受けているのは、背側縫線核を始点とする経路では、扁

桃体･視床下部および嗅結節(o厄dory tubercle: OT)であり、一方正中継線核を始点

とする経路では、扁桃体･視床･視床下部および海馬である。このように継線核を始点

とするセロトニンの上行吐ニューロンの投射とＮＭＢ-Ｒの発現領域の対応は、行動

実験において観察されたＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスの行動変化を説明する上で極めて示唆深

い。食物剥奪によるマウスの空腹状態(血糖値の低下)は糖受容体を介して視床下部の

活動を喚起する。また、本章の行動実験では空間的課題が多く用いられてきた。実験

１における餌探索行動テスト、実験２におけるＴ型迷路学習課題、実験４における

仔引き行動テストなどは、程度の差はあるもののすべてマウスの空間記憶能力を利用

した課題である。これらの課題が海馬の活動を喚起していることは容易に想像できる

ことである。さらに、餌探索行動では床敷の下に隠された餌を捜さねばならず、また

仔引き行動テストにおいては、放置された仔を捜さねばならない。これらの活動を行

なう際、嗅覚系の活動が喚起されるであろう。嗅覚系の活動の喚起は、他の情動的刺

激とともに扁桃体の活動を喚起する。このように、各種行動実験課題に関する課題特

性による分類は、NMB-R KOマウスの行動変化とセロトニンニューロンの関連をよ

り明確に示すものといえる。これらの考察から、ＮＭＢによるセロトニンニューロン

の調節機能について、以下の２通りの説明が可能である。すなわち第一の機能とし

て、ＮＭＢの縫線核におけるセロトニン放出および再取り込みに関する調節機能であ

る。免疫組織化学的解析の結果から、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスでは背側継線核におけるセ
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ロトニン抗体反応が完遂していた。これは背側縫綿核におけるセロトニンの過剰放出

あるいは再取り込みにおける異常の結果と考えられる。N‾MB-Rの欠損によってセロ

トニン抗体反応が完遂したことから、NMBが纏綿核においてセロトニンの放出ある

いは再取り込みを調節していることが推測される。セロトニンニューロンは主として

抑制性のニューロンであることから、NMB-R KOマウスの行動変化は各領域におけ

る神経活動の抑制の結果生じたものと解釈できる。一方第二の機能として、セロトニ

ンニューロンの各投射部位におけるＮＭＢの個別の調節機能が考えられる。背側縫

線核におけるセロトニンの過剰放出あるいは代謝異常が直接行動に反映されるならば、

NMB-R KOマウスにおいてセロトニンニューロンの過活動による変化が認められる

はずである。イミプラミン(imipramine)およびアラプロクレイト(alaproclate)等のセ

ロトニン再取り込み阻害剤(5-HT uptake inhibitor)の投与によってセロトニン活性を

上昇させると、マウスの自発活動性が低下する(山田未発表)など多様な行動変化が

認められるが、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスにおいては、野生型マウスとの比較においてこの

ような変化は認められていない。したがって、ＮＭＢ．ＲＫＯマウスの行動変化は、背

側縫線核におけるセロトニンの過剰放出あるいは再取り込み機能の異常、すなわち縫

線核におけるＮＭＢ-Ｒの欠損だけでは説明が不十分である。非ストレス負荷時にお

いてＮＭＢ-ＲＫＯマウスの行動に変化が認められないことを説明するためには､ＮＭＢ

による各投射部位におけるセロトニンニューロンの過活動の補正を仮定する必要があ

る。投射部位におけるセロトニン受容体の機能についてNMBが果たす調節機能、

およびNMBによるセロトニン受容体のレギュレーションについては現時点では全

く未知の状態であるが、ＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスにおけるセロトニン受容体のレギュレー

ションに関する分子生物学的解析によって、近い将来明らかにできるであろう。
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第５章総括的論議と展望

　本研究では第２章から第４章において、３系統のボンベシン(BN)様神経ペプチド

受容体欠損マウスについて、各マウスの行動解析に適した解り〒方針を設定し、多様な

実験課題を用いた行動解析を行なってきた。また、これらの諸実験結果から、３種類

のボンベシン(BN)様神経ペプテドの行動調節機能について議論を行なってきた。本

章では、まずこれらの議論に基づいて３種のBN様神経ペプチドの行動調節機能に

ついて総括し、続いて本研究における研究成果の臨床的意義と今後の研究の展開につ

いて議論を行なう。そして最後に生命科学における実験心理学の役割について筆者

の見解を述べる。

第工節ＢＮ様神経ペプチドによる行動調節機能の総括

　本研究においては、ガストリン放出ペプテド受容体欠損マウス(GRP-R KO)･ボン

ペシン受容体サブタイプ３欠損マウス(BRS-3 KO)およびニューロメジンＢ受容体欠

損マウス(NMB-R KO)という３系統の遺伝子組換え動物を用いて、BN様神経ペプチ

ドの行動調節機能について実験的検討を行なってきた。各受容体の内在性のリガンド

については、ガストリン放出ペプチド(GRP)およびニューロメジンB(NMB)が知ら

れている。この２種のBN様神経ペプテドは高い相同性をもち、その濃度によって

は親和性の低い他方の受容体にも結合し得ることが明らかにされている。BRS､3の

内在性のリガンドは依然不明のままであるが、高濃度のGRPおよびボンベシン(BN)

はある程度BRS-3に結合することがjn vjtroの実験から明らかにされている(21)。

極めて類似した構造を持つ同族のペプチドが類似の行動調節機能を果たしているのか、

あるいはそれぞれ固有の機能分化をしているのか、という点について明らかにするこ

とは、単にBN様神経ペプテドの機能解析にとどまらず、既知･未知を問わず他の多

様な神経ペプチド/ホルモンの機能解析における一つの指針を提供するものといえる。

そこで本研究においては３系統の遺伝子組換え動物について、まず行動薬理学およ

び遺伝子組換え動物の行動解析において比較的づ役的に利用されている観察課題およ

び行動課題を用いて、一般的行動特性の分析を行なった。づ役的行動特性の分析から

明らかにされた行動変化は以下のとおりである。すなわち、GRP､R KO マウスにお

いては自発活動性の九進であり、BRS-3 KOマウスにおいては過食およびそれに伴

う軽度の肥満であった。これに対して、NMB-R KOマウスにおいては、づ股的行動
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特性の分析からは明瞭な行動変化を見出すことができなかった。ニのような一般的行

動特性の分析結果は、すでにこの時点で３種のBN様神経ペプテドの行動調節機能

に独自の機能分化が生じていることを示唆している。そこで本研究では敢えて３系

統の遺伝子組換え動物について、同一条件･同一課題を用いた横断的解析の方略をと

らず、各動物に別個の解析方略を用いることにした。これらの方略は、ＧＲＰ．ＲＫＯ

マウスについては社会的行動の解析、BRS-3 KO マウスについては味覚関連行動お

よび飼育条件の効果の解析、そしてNMB｡RKOマウスについては各種負荷課題の効

果の検討であった。このような個別の行動解析方略を用いることによって、各ＢＮ

様神経ペプチド受容体欠損マウスについてそれぞれ極めて独自な行動変化を見出すこ

とに成功した。各マウスの行動変化についてはTable 5-1.にまとめた。以下、各章に

おける実験について総括する。

　第２章ではGRP-R KOマウスについて、先往者一侵入者法による社会的相互作用

の実験的検討から、非攻撃性社会行動の完遂を見出した。続いて、刺激誘発注闘争テ

ストによってGRP-Rの欠損が攻撃性社会行動を誘発しないことを確認した。また、

非攻撃性社会行動については、嗅覚刺激および標的オブジェクトの導入による自発活

動性の変化に関する実験的検討、防御的穴埋め行動を指標とした防御行動の検討およ

び明暗箱による不安関連反応に関する実験的検討を行なった｡これらの実験結果から、

GRP-R KO マウスにおける非攻撃性社会行動の完進が、他個体の発する嗅覚性のス

トレスシグナルに対する反応性の変化および不安性の低下によって生じている可能性

を明らかにした。

　第３章ではBRS-3 KO マウスについて、まず味覚選好注テストおよび条伴注味覚

嫌悪学習による味覚反応性の検討を行なった。その結果、甘味に対する嗜好注および

苦味に対する嫌悪性の完遂、および条件性味覚嫌悪学習の増強を見出した。次に、飼

育条件と過食･肥満の関係に関する実験的検討から、野生型マウスとは対照的に

BRS-3 KO マウスにおいては、個別飼育条件において摂食量が多く、また体重増加

も著しいことを見出した。続いて、自発活動量の測定および先往者一侵入者法による

社会的相互作用の実験的検討から、個別飼育のBRS-3 KO マウスでは、野生型マウ

スに見られるような自発活動性の完進が認められず、また社会的相互作用も低下する

ことを見出した。これらの結果から、個別飼育のBRS-3 KO マウスの体重増加が、

野生型マウスに見られる正常な個別飼育の効果の欠如によるものである可能性を明ら

かにした。

　第４章ではＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスについて、各種実験的負荷による行動変化に
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Table 5-1. Summary ofbehavloral attnbutes m BN-nke peptide receptor KO mice

ｌ

４
－
－

ResultsGenotype

一

ＧＲＰ-Ｒ ＫＯ

BRS-3 KO

Behavloral attnbutes

spontaneous activ1砂

social responses

anxlety related responses

fbe＆ng behavior

response to taste stimuli

eflhcts of soclal-lsolation

↑

↑

↓

↑

↑

－or↓

↑

NM］3-R KO　　　　　　　response to stressstimun

　Notes:↑:increased;　↓:decreased; 一:unaflcted
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ついて検討した。食物剥奪下における餌探索行動テストにおいては、NMB-R KOマ

ウスの探索所要時間が長いことおよび探索時の常同行動か増加することを見出した。

また、同様に食物剥奪下におけるＴ型迷路学習課題において、NMB.RKOマウスが

自発的交替反応の欠如あるいは反応固定によるものとみられる野生型マウスとは異な

る反応パタンを示し、さらに訓練後の自発活動性も変化することを見出した。続く強

制水泳テストにおいては個別飼育のNMB､R KOマウスにおいて不動時間の有意な延

長を見出した。また、育児中の雌のNMB-R KO マウスが、仔引き行動テストにおい

て野生型マウスとは異なる反応パタンを示すこと、およびその後の明暗箱テストにお

いても同様の傾向が持続することを見出した。続いて、拘束ストレス負荷時のマウス

について内分泌学的および免疫相識化学的検討を行なった結果、NMB-R KOマウス

において、コルテコステロン濃度の上昇および縫線核におけるセロトニン抗体反応の

九進を見出した。これらの結果から、NMB-R KOマウスにおける行動変化がセロト

ニンニューロン活動の変化に基づくストレス反応性の変化によるものである可能性を

明らかにした。

　このように、３系統のBN様神経ペプチドによる行動調節機能は少なくとも表出さ

れた行動変化の側面においては､高度に特殊化されたものであるということができる。

しかし、これらの諸行動変化の心理一行動学的な基盤に着目するならば、BN様神経

ベプチドの行動調節機能は、情動機能の多面的調節と言い換えることが可能である。

情動機能とは主として辺繰糸を主体とした神経ネットワーク活動に基づく行動学的概

念であり、重要な行動調節基盤である。各BN様神経ペプチド受容体はこの系に広

くかつ高密度に分布している。ボンベシンが元来カエルの皮膚から単離されてきたこ

とからも明らかなように、BN様神経ペプテドの系統発達的起源は古く、脳一神経系

の進化の過程を考えた場合、新皮質の発達以前に起源をもつものと考えられる。この

ような脳一神経系の系統発達的視点からも、BN様神経ペプチドの行動調節機能を主

として旧皮質すなわち大脳辺繰糸における機能と考えることは妥当なことであろう。

これらの点から、BN様神経ペプチドの行動調節機能は辺繰系における情動性の調節

機能と結論することができる。
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第２節本研究における研究成果の臨床的意義と今後の研究の展開

１．研究成果の臨床的意義

　第１章で述べたとおり、BN様神経ペプチドの行動調節機能の解析は、脳一神経系

の行動調節機構の解明のみならず、脳一神経疾患の治療法の開発という側面も併せ持

つものである。本項では、本研究における成果の臨床的意義について議論を行なう。

　GRP-R KOマウスにおける主要な行動変化は、自発活動性の迩進･非攻撃性社会行

動の迩進および不安性の低下であった。これらの諸行動変化は、臨床的見地において

少なからず重要な意義を持つものと考えられる。なぜならば、GRP-R KO マウスに

認められたこれらの諸行動変化は、小児精神科臨床においてしばしば報告される｢初

対面の人に対して不安を示さず、やたらとなれなれしい子供｣の症例に酷似している

からである。従来このような症例は、微細脳損傷症候群(minimal bra辿dys趾nction

syndrome: MBD､ 173)と総称される精神疾患群の一症例と考えられてきた。ＭＢＤは

診断的地位を待つものの、多分に仮説的要素を含むものであり、言わば複雑な心理学

的症状あるいは現象をより単純な生理学的変異によって説明しようとする一つのモデ

ルと考えられる。M:BDをはじめとして、多動あるいは自閉などを伴う諸精神疾患群

の研究において、GRP.RKOマウスは新しいモデル実験系を提供するものと期待さ

れる。

　一方、BRS-3 KOマウスは過食および肥満の程度がヒトにおける視床下部性の肥

満症と良く類似しているために過食･肥満など摂食障害について重要なモデル実験

系を提供することが期待される。BRS.3KOマウスについて、本研究では味覚反応

性および味覚学習の異常と社会的刺激剥奪の効果の減衰･欠如を見出した。これらは

BRS-3 KO マウスにおける過食および肥満から予想される行動変化を実験的に確認

したものといえる。これらBRS､3 KO マウスにおける行動上の変化を特定したこと

は、過食および肥満に関する行動療法の展開に少なからず貢献し得るものと考えられ

る。なぜならば、ヒトにおける摂食障害の事例において、偏食および社会既の変化が

少なからず報告されているからである(93､174)。過食･肥満と食物選好性の変化と社

会性の変化の間の因果関係については未だ明らかではないが、これらの関係を明らか

にしていくことは、摂食障害の治療法および予防法の開発上重要な意義をもつものと

考えられる。もちろんBRS.3KOマウスの行動解析の臨床的意義は、上述のような
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行動療法的側面に限定されるものではない。 BRS-3 KO マウスが各種肥満薬(肥満改

善薬、いわゆる｢痩せ薬｣)の開発モデルとして重要であることは言うまでもないこ

とであり、すでにBRS-3 KO マウスをモデル実験系とした肥満改善薬の開発が始め

られている。

　NMB-RKOマウスも他のBN様神経ペプテド受容体欠損マウスと同様に、重要な

臨床的意義を持つと考えられる。有効なストレス･コーピング(stress coping)法の開

発は現代社会において急務とされており、ストレスに対する反応性についてはさまざ

まな観点から研究が行なわれている(142､143)。NMB-R KOマウスの行動解析から得

られた結果は、ストレス研究においても重要な知見となり得るものであり、新たな研

究の契機を提示するものと考えられる。その一つとして、ストレス附図こ開する発達

的研究があげられる。近年、乳幼児期における母子関係、すなわち母親による乳児に

対する働きかけが、成長後のストレス耐既に重大な影響を及ぼすことが明らかにされ

てきた(175)。乳幼児期における緊密な母子関係によって、成長後のストレス侵襲に

対する強い抵抗力を獲得する。これは乳児期における緊密な身体接触によって、発達

途上の脳が高濃度の糖質コルチコイドにさらされる事態から守られることによるもの

とされている。個体発達の初期段階において、成体のＮＭＢ-Ｒ ＫＯマウスにおけるス

トレス負荷に対する過剰反応性を抑制する要因を探ることは、NMBの行動調節機能

およびストレス刺激に対する生体の反応についてさらなる知見をもたらすばかりでな

く、ストレスによる各種障害の有効な治療法の確立に貢献するであろう。

２．今後の研究の展開

　すでに述べてきたとおり、現時点で３系統のBN様神経ペプチド受容体欠損マウ

スにおける解析の進度は必ずしも同等ではない。したがって、今後各マウスについて

個別の解析を進展させる必要があることは言うまでもないことである。しかし、BN

様神経ペプテド受容体欠損マウスの行動解析は個別の動物の研究にとどまるべきでは

ない。なぜならば、個別の動物における研究においては、BN様神経ペプチド間の相

互作用について十分な検討を行なうことが困難だからである。そこで、今後の研究に

おいてはさらに少なくとも以下の２通りの研究アプローチが必要とされる。

　第一に、３系統のマウスに対して同一条件･同一課題を用いて行動変化を探る横断

的研究があげられる。本研究では、各遺伝子組換えマウスにおける行動変異の特定を

主たる目的としたために、敢えて横断的研究の方法を用いなかった。したがって、
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すべての行動について３系統のマウスを比較することはできないが、比較検討可能

な行動については乙ble 5-2.にまとめた。３系統のマウスの比較研究は、今後展開さ

れる行動薬理学的解析ならびに生化学･分子生物学的解析において重要な地位を占め

るものと考えられる。

　次に第二のアプローチとして、複数のBN様神経ペプチド受容体を同時に欠損す

る動物を用いた研究アプローチがあげられる。２種あるいは３種類の受容体を同時

に欠損したマウス(double knockout mouse､ tripleknockout mouse)と単独のKOマ

ウスの行動を比較することによって、各BN様神経ペプチドの機能補完や相互作用

など多岐にわたる重要な知見が得られるものと考えられる。

　これまで述べてきたように、BN様神経ペプテド受容体欠損マウスの行動解析は今

まさに始まったばかりである。上述した２種のアプローテ、すなわち横断的研究と

複数の受容体を同時に欠損するマウスを用いた解析は、ともに多大な時間と労力を必

要とするものである。今後の研究の発展において、各関連学問領域との密接な連係が

極めて重要な課題といえる。

第３節生命科学における実験心理学の役割一本研究の結語にかえて

　誕生から１世紀あまりを経た実験心理学は、現在関連諸科学との連携において多

様な展開を見せている。電算機技術の進歩にともなう認知科学および情報科学との連

携は、人工知能・通信および情報処理研究、さらに脳機能イメージングによるヒトの

脳機能研究の領域において目覚ましい貢献をみせている(176､177)。また、経済学･経

営学等との連携は、リスクファクターの分析などにおいて重要な社会科学的貢献をし

ている(178)。このように実験心理学が多面的な展開を見せている状況を顧みると、

長年実験心理学とりわけ動物心理学に従事してきた筆者にとって、実験心理学特に動

物心理学が関連諸科学との連携においていかなる貢献が可能であるのかという問題に

ついて改めて考察する必要を痛感させられる｡そこで本節では本研究の結語にかえて、

生命科学における実験心理学の役割について筆者の見解を述べることにする。

　近年における行動科学の進歩は目覚しいものがある。各種精神作動薬物の開発に

よる行動薬理学的研究、また遺伝子工学の発展にともなう人為的に作製された遺伝子

組換え動物による遺伝子の機能解析などにおいて、動物個体を被験体とした行動実験

が極めて盛んに行なわれるようになってきた。なかでも、マウスやラットといった小
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型の哺乳動物は、施設負担が少なく繁殖飼育が比較的容易であること、遺伝子レベル

において比較的ヒトに近いことなど、諸般の理由から行動実験において最も頻繁に用

いられる動物種である。マウスおよびラットを用いた行動実験は、装置および実験技

法そして行動の測定指標の開発と設定において、実験心理学の研究成果に負うところ

が大きい。行動薬理学などで頻繁に利用されている各種実験装置、例えばオベラント

実験装置(スキナー箱)や各種迷路等は、ほぼ全てが行動主義全盛時代の実験心理学的

研究において考案･開発されてきたものといっても過言ではない。また、薬理効果･脳

破壊の効果などの各種評価には欠くことのできない、動物の安定した行動の形成や、

装置･環境その他の刺激に準拠した特殊な行動(反応)パタンに関する行動目録

Cbehavior m(hces)の作成などもまた、実験心理学的研究の成果である。このような

行動科学における実験心理学の歴史的貢献を考慮するならば、現在の生命科学の飛躍

的な発展期において、実験心理学は更なる積極的な行動科学的貢献が可能なはずであ

る。

　実験心理学の一領域である生理心理学においては、早くから心理学的事象と生理

学的メカニズムの対応の重要図こ注目し、これらの関係について多くの知見を見出し

てきた。我が国においては二木宏明がサルの前頭連合野における単一二ューロン活動

に関する長年の電気生理学的研究によって、記憶･学習といった心理学的事象の神経

科学的メカニズムについて数多くの成果をあげている(179)。また近年では、非受容

体性タイロシン転換酵素(non-receptor-type tyrosme kinase)であるfynを欠損した

遺伝子組換えマウスの機能解析においても重要な成果をあげている(180√L81)。神経

科学および生命科学における二木の成功は、今後実験心理学が生命科学においていか

なる貢献をし得るのかという点について、いくつかの示唆を与えるものである。

　その一つは、行動実験における課題および行動解析実験系の開発である。遺伝子

組換え動物のように行動変異について全く未知の対象については、極めて探索的な解

析が必要とされる。したがって、既存の単一課題を用いた実験系は必ずしも有効な解

析手段とはなり得ない。基本的な行動観察から得られた漠然とした情報から、確たる

変異を明らかにするためには、対象に適した新規課題の開発および既存の諸課題を一

つの実験系として再構成する必要が生じる。

　次に、次段階の解析の方向性を示すデータの収集と提示である。従来、実験心理

学的研究においては、データの提示および議論が心理学の領域内に限定されることが

多く、それゆえに近隣諸科学における研究にその成果が反映されにくい面があった。

前述のように、生理心理学的研究が他領域の研究に比較的受け入れられやすかった
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ことは、データの提示および議論が心理学内にとどまらず他領域に聞かれたものであ

ったことが大きな要因と考えられる。

　これらの点から、本研究で筆者が用いた行動解析の基本方略についてFlg.5-1にま

とめた。筆者は行動解析が専門であり、国立精神神経センター神経研究所疾病研究第

四部における、［ボンベシン様神経ペプチドの機能解析］という研究プロジェクト（主

任研究員和田圭司部長）において、BN様神経ペプテド受容体欠損マウスを用いた

行動解析を担当してきた。したがって、筆者の研究課題は単に各遺伝子組換えマウス

における行動変異の探索だけではなく、BN様神経ペプテドの生理学的･生化学的･分

子生物学的機能の解析に利用可能なデータを収集することも重要な研究課題である。

残念ながら現時点では、次段の解析に移行する有効な手がかりを得られたものは

NMB-R KOマウスにおけるセロトニン系のレギュレーションに関する解析だけであ

る。しかし、少なくとも行動解析一実験心理学的研究が多少なりとも生命科学に貢献

し得たことは確かなことである。

　生体の機能、特に行動に関しては大別して２通りの研究アプローチが考えられる。

すなわち、一つはトップダウン(top-down)的アプローチであり、今一つはボトムアッ

プ(bottom-up)的アプローチである。前者は個体としての動物の行動観察･実験からそ

の内部メカニズムを推測･検証していくＪ汚９なアプローチである。これに対して

後者は、細胞レベルあるいは分子レベルにおける実験･観察からより高次の機能を推

測･検証していくm vjtroなアプローチである｡長い間これら２通りのアプローチは、

その接点を見出すことができなかった。しかし、近年の遺伝子操作技術の確立と遺伝

子組換え動物の出現によって状況は一変した。生命の根元である遺伝情報から、個体

としての個性豊かな動物の行動に至るまで、大きく多様な研究システムではあるが、

一つの一貫した研究体系として確立することが可能になったのである。このような研

究体系の確立によって、トップダウン的アプローチに基づく研究とボトムアップ的ア

プローチに基づく研究の間に初めて共通の目的と課題が設定された。今まさに各研究

領域間の密接な相互協力によって、従来では想像もつかなかった壮大なスケールで生

体そして行動のメカニズムが解き明かされ始めようとしているのである。そのダイナ

ミズムの中で、実験心理学の果たす役割は決して小さくないはずである。そのために

はまず、われわれ自身がより広い視野に立つことが必要とされるのである。
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生命科学における実験心理学の役割

実験心理学の多様な展開

　･情報科学との連携(人工知能一通信一情報処理研究等)

　･認知科学との連携(脳機能イメージング等)

　･経済学や経営学との連携(リスクファクターの分析等)

　　　　　1)生命科学における貢献とは？

　　　　　　　･行動解析実験系の開発

　　　　　　　･次段階の解析の方向性の提示等

　　　　　2)そのたがこT必要なこと/ま？

　　　　　　　･心理学の領域内にとどまらない

　　　　　　　｢開かれた｣議論とデータの提示

　　　　　3)逆'非μ李ぶ双謙禽絢込６虻なり/ま？

旧来の還元論とは異なる、

　　｢実在としての心｣ に至る道筋

口
‥
］

―

二生物学的基盤に立脚した｢心｣の解明には､より広

　　　　い視野に立った､関連諸科学との積極的な連携が

必要である。
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【補足】行動解析の技法

　補足では本文中で詳しく取り上げなかった諸実験の手続きをまとめる。本文中に

記載のない実験およびづ投的行動特性の分析について、特別な場合を除いては、基本

的に陰性実験のため、被験体･結果およびその他については記載しない。被験体につ

いては、手続きに記載のない場合には、自由摂食･自由飲水条件で集団飼育中のマウ

スを用いて実験を行なった。

　ここで紹介する行動解析の各技法は、遺伝子組換えマウスの行動解析をはじめと

して、その他行動薬理学的研究などマウスおよびラットの行動実験における基本的実

験方法である。本文に記載の各実験手法とともに、今後の参考になれば、筆者にとっ

て望外の喜びである。

１．基本的反射および驚愕反応の実験手続き

1)tan-mck test : 痛覚および痛覚反射の測定実験

　装置:taji1-mck用痛覚刺激装置(UGO BASIL BiologicalResearch Apparatus

21025(COMERIO-VA.RESE､ltaﾐ1y)、およびダンボール製の簡易暗箱。

　手続き：手続きはNishiら(TL82)に準拠し、若干の変更を加えた。装置は簡易暗箱

の中に入れて使用した｡マウスを痛覚刺激装置上に保定し､尻尾の先端から約２ｃｍの

部位に痛覚刺激用の熱線があたるようにマウスを配置した。痛覚刺激提示から、マウ

スが尻尾をはじく反射(tan-mck renex)を示すまでの時間を計測した。なお、約10分

間の試行間間隔て5～6回の試行を反復した。

2)cMrdrop avoidance test(断崖反射テスト)：覚醒水準および恐怖性の測定実験

装置：円筒形のプラスチック製プラットフォーム(直径50mm、高さ40 cm)。

　手続き：実験手続きはFox(183)の方法に準拠し、若干の変更を加えた。マウスを

プラットフォーム上に配置し、１分間マウスの反応を観察した。マウスがプラットフ

ォームから転落するまでの時間を測定した。また、マウスがプラットフォームから前
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後の脚をはずす反応数を計測した。

3)prepulse mhibition test : 驚愕反射(反応)の測定実験

　装置:驚愕反射測定装置(SR-LAB,San Diego lnstruments, Sa Diego, CA,U.S.A.)4

台および防音箱。
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　手続き：手続きはZhangら(54)に従い、若干の変更を加えた。マウスを測定用テ

ャンバーに入れ､測定環境に10分間馴化した｡馴化試行終了後、まずP-alone(120 dB

20 msec のpulse)を30秒間隔で３回与えた後､P-alone、　PP 70dB ＆P(70dB 20 msec

のprepulse開始100 msec 後に120dB 20 msec のpulseを与える条件)、PP 80dB ＆

P(80dB 20 msecのprepulse開始100 msec後に120d.B 20 msec のpulseを与える

条件)の３条件の試行を各10試行ずつ合計30試行をランダムな順序で与えた。なお、

試行間間隔は20～60秒でランダムとした。Pulse開始より100 msec間における最

大値をstartle amphtudeとした。最初の３回のP-aloneの値を除いて、３種の試行

それぞれ10回のstartle amp�udeの平均値を用い、以下の式によってprepulse 70

dBおよびprepulse 80 dBそれぞれにおける％prepulse inhibition(PPI)を算出した。

測定用テャンバーの内部には常に65dBのwmte noiseを流した。また、pulseおよ

びprepulseにはwhite noise を用いた。

％PPI＝（1-startle amphtude m PP ＆P /startleamplitude m P-alone）×100

２．自発活動性の実験

4)spontaneous activltyin home cage : 飼育ケージ内における自発活動性の測定実験

　装置：マウスおよびラット用の自発運動測定装置(SCANET SV-10、東洋産業株式

会社、富山)．

　手続き：透明のプラスチック製の飼育ケージ(30×20×13 cm)にマウスを１匹ずつ

入れ、60分間の自発活動量を測定した。U、13、17週齢の各時点でそれぞれ２日間

連続して自発活動量の測定を行なった。 17週齢２日目の測定では開始１時間後に照
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明を消し、部屋を完全に暗くした状態で更に１時間延長して測定を行なった。

5)open fieldtest : オープンフィールドにおける自発活動の測定

　装置：木製のオープンフィールド装置(70×70×20 cm)。床直に黒線で10×10 cm

の格子を書いた白色ビニールコーティング紙を敷いて観察を行なった。

　手続き：マウスをオープンフィールドの一つの角にフィールドの外向きに置き、

マウスの移動活動を５分間測定した。移動活動は床面に書かれた格子を横切った回

数とした。また、立ち上がり反応･糞の数'1および尿の数もあわせて測定した。

6)exploratory response m radial maze : 8 肢放射状迷路探索テスド2

　装置：塩化ビニール製の８胱放射状迷路(腕の長さ305mm、幅９０ｍｍ、

ｍｍ、中央のフラットフォームは直径約20cmの正ハ角形であった)。

高さ 20

　手続き：自由摂食･自由飲水で飼育中のマウスを用いて実験を行なった。マウスを

中央のブラッドフォームに置いた時点を試行開始とし、マウスの行動を５分間観察

した。なお、各腕には餌などの報酬は置かなかった。測定の指標は、マウスが進入し

た総腕数、進入した腕の位置および順序とした。

tL.糞の数：オープンフィールドテストにおける糞の数はマウスの情動性を評価する

一つの重要な指標として扱われてきた(U8)。脱糞反応を情動性の指標として扱うこ

とには異論もあるが(143)、環境に対する馴化の進展によって脱糞反応が漸次減少す

ることなどから、新奇場面における被験体の心理的反応の評価法として有効な指標で

あると考えられる。

゛2.放射状迷路：代表的な放射状迷路は８肢あるいは12肢のものがあげられる。後

述のMorris型水迷路と並んで、空間記憶実験の代表的実験法である(30)。本研究で

は、８肢放射状迷路を空間探索課題として利用したが、通常は前述のとおり記憶･学

習課題として利用されている。空間記憶･学習実験としての手法はR｡uUetら(184)等

を参照のこと。
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３．運動能力および運動調節能力の実験
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7)motor coordinatlon abmty test : ローターロッド(回転棒:rota-rod)試験

装置：ローターロッド･トレッドミル実験装置(KN-75、夏目製作所、東京)。

手続き：手続きはJiangら(55)に準拠し、適宜変更を加えた。はじめに制止した棒の

上にマウスをのせ、120秒間落下をしないかどうかを４試行観察した。次に、マウス

を棒にのせた後、動物の頭と逆の方向に棒を毎分５回転で回転させ、落下するまで

の時間を４試行観察した。なお、１試行は120秒を限度とし、落下しなかった場合

は120秒で試行終了とした。その後、さらに回転数を毎分10回転に上げて、同様の

観察を４試行繰り返した。それぞれの試行における試行間間隔は5～15分以上であ

った。

４．摂食および飲水行動の実験

8)摂食量および飲水量の測定

　被験体：被験体は成長の著しい時期の個体を避け、成長の安定･鈍化した生後25～

30週齢程度のN]N/IB-R KO およびGRP-R KO マウスを用いた。マウスは測定開始の

少なくとも１週間以上前から個別飼育条件で飼育を行ない、個別飼育に十分に馴化

しておいた。

装置:ステンレス製のボール入りの飲みロをつけたプラスチック製チューブ(15 m1)。

　手続き：測定はすべて飼育ゲージ内で行なった。毎日定刻(AM10:00-11:00)に餌お

よび飲料水を与え、24時間当たりの摂取量を測定した。餌および飲料水の消費量は

1/100 g単位で測定した。なお、目視可能な餌の食べ残しがゲージ内にある場合には、

その重量を計測して、摂取量から差し引いた。摂食量および飲水量の測定は5～10

日程度行い、その間の平均摂取量を求めた。
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9)bombesm-mduced fhe血ng suppression : ボンベシン誘導性摂食抑制テスト
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　被験体：雌のＮＭＢ-ＲＫＯマウス６匹、および同腹の雌の野生型マウス９匹を用

いた。マウスはC57BL/6系統のマウスに戻し交配した第5･6世代のマウスで世代の

同じもの同士を掛け合わせたものを用いた。実験開始時の月齢は4～7ヶ月であった。

　装置・材料：ステンレス製のボール入りの飲みロをつけたプラスチック製チュー

ブ(15 m1)。餌として12.5％(w/V)のブドウ糖水溶液(約0.5 kcal/m1)を用いた。

　手続き:Humptonら(51)の方法に従った。被験体は１週間以上個別飼育条件で飼

育し、実験時以外は摂食･飲水ともに自由とした。馴化試行ではマウスに生理食塩水

を腹腔内投与し(1�/100 g body weight)、投与直後にブドウ糖溶液を１時間提示し

てその摂取量を測定した。なお、馴化試行は各試行24時間以上の間隔をあけて５試

行行なった。馴化試行終了後、ブドウ糖溶液の摂取量に偏りがないように、それぞれ

の遺伝子型のマウスを２群に分配した。それぞれのグループのマウスは、NMB(32

nmol/kgﾊﾟLmlﾉ100 g body weight)あるいは生理食塩水の腹腔内投与直後にブドウ糖

水溶液を１時間提示しその摂取量を測定した。少なくとも24時間以上の間隔をあけ

て、投与する薬物を入れ替えて再度測定を行なった。この実験を２回繰り返した後、

NMBの代わ引こGRP(32 nmol/kg､ 1�/100 g body weight)の謝|空内投与による同

様の実験を行なった。 GRP投与による測定も２回繰り返した。ブドウ糖水溶液の摂

取量は、測定開始の30分後および60分後に行なった。

５．嗅覚関連行動の実験

10)place prelrencetest with self･odor : 場所選好テスト

被験体：被験体は個別飼育中のものを用いた。

　装置・材料：透明なプラスチック製の水槽(38×20×29.5cm)。水槽は中央部に取

り付けた透明プラスチック版の仕切りで２部屋に区分されており、仕切りの一端に

通路(5×5cm)が設けられている。嗅覚刺激として各マウスが１週間使用した床敷お

よび新しい床敷を用いた。使用済みの床敷を敷いた部屋をF(fammar)区分、新しい
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　手続き：手続きはハ木ら(185)に準じ、若干の変更を加えた。

N-F試行：マウスを新しい床敷を敷いた部屋に入れ、５分間マウスの行動を観察した。

F-N試行：マウスを使用後の床敷を敷いた部屋に入れ、５分間マウスの行動を観察し

た。なお、マウスは装置内で通路と対角線上の角に頭部を向けて配置した。行動の観

察指標は、①N-FあるいはF-N移動潜時、②通路を横切った回数、および③F区分

に滞在した時間とした。

11）conditioned odor aversion test : 条件性嗅覚嫌悪学習

被験体：被験体は個別飼育中のマウスを用いた。

　装置:ステンレス製のボール入りの飲みロをつけたプラスチック製チューブ(15 ml)。

条件刺激としてアーモンド･エセンス水溶液(0.5％w/V)を用いた。また無条件刺激と

して塩化リチウム水溶液(0.3M,2％volume of body weight)あるいは生理食塩水(2％

volume ofbody weight)の腹腔内投与を行なった。

　手続き：手続きは山田ら(139)に準じ、若干の変更を加えた。マウスを１日30分

間だけ飲水を許す制限飲水下に置き、７日間の飲水訓練を行なった。飲水訓練終了後、

飲水量に偏りがないようにマウスを２群に分配した。条件づけ試行では、マウスに30

分間条件刺激として嗅覚刺激水溶液(アーモンド･エセンス水溶液)を提示した。条件

刺激の提示終了直後に塩化リチウムあるいは生理食塩水の腹腔内投与を行なった。条

件づけの翌日にテストを行なった。テストでは嗅覚刺激水溶液を30分間提示して、

その摂取量を測定した。

12)odor discriminatlon test : 嗅覚弁別テスト

被験体：被験体は個別飼育中のものを用いた。

　装置･材料：ステンレス製のボール入りの飲みロをつけたプラスチック製チューブ

(15 ml)｡嗅覚刺激としてアーモンド･エセンスおよびバニラ･エセンス水溶液(各0.1％)
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を用いた。また、嫌悪刺激として硫酸キニーネ水溶液を嗅覚刺激水溶液に添加した。

　手続き：手続きはDarhngら(186)に準じ、必要な変更を加えた。セッションは２

試行の訓練試行と１試行のテスト試行で構成された。訓練試行では、マウスにアー

モンドあるいはバニラ･エセンス水溶液を15分ずつ継時的に提示した。バニラある

いはアーモンドのいずれかの水溶液には、嫌悪刺激としてキニーネ硫酸塩が加えてあ

る。翌日に嗅覚刺激水溶液の提示順序を反転して、再度訓練試行を行なった。２日間

の訓練試行後、テスト試行を行なった。テスト試行では、キニーネ硫酸塩を加えずに

２種類の嗅覚刺激水溶液を同時に提示し、それぞれの摂取量を30分間測定した。な

お、２種類の嗅覚刺激水溶液の位置は実験開始の15分後に入れ替えた。実験は３セ

ッション繰り返した。

６．記憶・学習テスト

13)operant conditioning : 正強化オベラント条件づけ学習

　被験体：雌のＮＭＢ､ＲＫＯマウス７匹、および同腹の雌の野生型マウス５匹を用

いた。マウスはC57BLﾉ6系統のマウスに戻し交配した第４世代(F4)同士を掛け合わ

せたものを用いた。マウスは個別飼育条件におき、一日当たり体重の10％だけ餌を

与える制限摂食条件で飼育レ体重を制限摂食開始時の約80～85％の水準に維持し

た。なお、飲水は実験中を除いて自由とした。

　装置・材料：マウス用オベラント子ェンバー(ニューロサイエンス、東京)を用い

た。オペラント･チェンバーには赤外線ビーム式のスイッチのついた直径20 mm の

穴(nose hole)がつけられている。報酬としてマウス用のペレット餌(20 mg)を用いた。

　手続き：マウスをオベラント･チェンバーに入れ、５分間のnosepoke訓練を行な

った。マウスが穴に鼻先を入れる行動(nose poke behavlor)を強化対象反応とし、こ

の行動が生起した場合、自動的にペレット餌を１個報酬として与えた。訓練はまず、

nose pokeの反応形成(shaping)として、noseholeにペレット餌を置いた状態でマウ

スに装置内の探索行動を行なわせた。マウスがnose hole内の餌を食べるようになっ

たら、毎回のnose　poke反応生起に対して報酬を与える連続強化スケジュール
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(continuous re面rcement schedule: CRF)で訓練を行ない、反応頻度の増加に従って

順次間欠強化スケジュール(fixed ratlo schedule: FR 2 to FR 4; FR n: n 回の反応に対

して１回の強化一報酬-を与える間欠強化スケジュール)に移行して訓練を行なった。

なお、あわせて訓練中のマウスの反応についての記録も行なった。

14)water maze lealning : モリス型水迷路テスト
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　装置：内壁および底面を白色プラステックで囲った円形のプール(直径150 cm、

壁高44 cm)に水(23で～25で)を31 cm の深さにはったものを使用した。プールの周

りには視覚的手がかりとして多色のカーテン･ビデオカメラ･スタンドを配置した。プ

ール内の位置は方位を用いて表し、大きく４つに分割した扇形の領域を、北東･北西･

南東･南西と名づけた。

　手続き：手続きはMorns(57)の原法に準拠した。Hidden platfbrm taskの獲得試

行では円形の透明アクリル製platform(直径12 cm)を南西の扇形領域の中央に水面

下1.0cmに設置した。実験者はマウスを東西南北のいずれかの位置の壁面から壁に

触れないように注意して入水し、platfbrmに到達するまでの時間を最大60秒まで観

察した。マウスがplatfbrmに60秒以内に到達しか場合には、マウスをplat丘)rm上

に30秒とどまらせた。一日に４試行を約15分の試行間隔で行い、４試行を終えた

後にマウスを飼育ケージに戻した。テストは５日間連続して行ない、２日間の休みを

はさんで更に２日間行なった。

15)one-trialpassive avoidance test :一試行受動的回避学習

　装置：床に電撃提示用のステンレスグリッドのついた明暗箱、および電撃提示用

のショッカー・スクランブラー(室町機械製SGS-002)。明暗箱は明室が白色、暗

室が黒色で、それぞれ透明および黒の天蓋でふたをして実験に用いた(第２章実験４

参照)。

手続き：実験は①マウススクリーニングのための予備テスト、②条件づけ、③テス

トの３セッションを３日間で行った。

①予備テスト：マウスを明暗箱の明室に入れ、明室から暗室へ移動するまでの潜時
　-
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　を測定した。明室一暗室の移動潜時が50秒以上の個体を実験から排除した。

②条件づけ：条件づけで試行では、マウスを明暗箱の明室に入れ、マウスが暗室に

　移動した直後にグリッドより電気ショックを与えた。なお、暗室への移動は、マ

　ウスの四肢すべてが暗室に入った時点とした。また､与えられた電気ショックは0.3

　mA(400 V)の交流電流を0.2秒ずつ１分間に60回の割合で３秒間提示した。

③テスト：マウスを明暗箱の明室に入れ、暗室へ移動するまでの潜時を測定した。

　なお､移動潜時の測定は最大300秒とし300秒を超えた個体のデータはすべて300

　秒と記録した。

　なお、装置は各試行毎に70％アルコールにて清掃した。

７．不安関連行動の実験

16)elevated plus maze test : 高架式十字迷路

　装置：中央にplatform(5×5cm)かおり、そこから十字状に４本の腕(30×5cm)

が出ている高架式の十字迷路。床からの高さは45 cm であった。腕は交互に開放腕

(open arm)と閉鎖腕(closed a-rm)があり、閉鎖腕には高さ15 cm の透明プラスチック

製の壁が設けられている。その他の素材は白色プラスチックであった。

　手続き：手続きはMamiyaら(56)に準じ、若干の変更を加えた。マウスを中央の

platfbrm上に開放腕の方に頭部を向けて置き、立ち上がり回数･開放腕および閉鎖腕

への進入回数、開放腕における滞在時間について５分間の観察を行なった。装置は

一試行毎に水分を含ませたペーパータオルで清掃した。
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