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                      Substances in Mouse Cerebr㎝

                           Masaak運KOIKE

            Department of Biochemistry（Director：Pro£Yoshihiro MATSUMURA）

                        Tokyo Wolnen’s Medica正College

   There are some studies， whether psychological v五sual discr三mination memory could be aquired

by c 57／〔汀mice or not． Two same deviced Y－fbrm discrlmination learning apParatus which decide only

visual discrimination were used fbr learning mice and controls． Re卑aining body odor of mice

on the two run ways and walls貸om the c与oice point to the doors of．two goal box was cleaned and

destroyed with 95％ethanol to exclude instinctive behaviour of mouse by olf琶ction． Hitherto， this

procedロre was not interested・

   Aquired，負xed memory of learned mi6e was investigated a琵er about a mont葺by memory retention

test and mice almost remaihed memory飴r a month without reduction， Mice wh董ch．remain some

memory a危er time elapse were then sacrificed and change of some biochemical materials in bra量n was

examined，

   Although there．was no remarkable dif琵rence between le批rned mice apd controls， the author fbund

uneXpected fluorescβnt mater量als．

            1・緒  言

 多くの動物は，感覚器官をとおして入ってくる

さまざまな外部環境からの情報を適切に取捨選択

して，よりょく環境に適応している．

 特にその生体にとって，また種にとって無視で

きない生命維持のための新し．い情報の連続は，能

動的であれ，受動的であれ，新しい体験の蓄積，

すなわち記憶の固定となって以後の適応行動に生

かされる．

 従来心理現象．として理解されてきたこのような

記憶機能は，近年生化学的に分子レベルで，臆内

物質の変化や新生として考えられるようになって

きた．

 学習と脳内物質の変化，新生との関係を検討し
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た研究には，古くHyd6nらの報告がある．

 Hyd6nらは，ラットに綱渡りを学習させて前

庭神経核の神経細胞内のリボ核酸（RNA）の塩基

組成が変化すること，利き手転換学習によって，

大脳皮質感覚運動領神経細胞内のRNA量の増大

と塩基組成の変化があること，さらに海馬回錐体

細胞内のS－100タンパク量の増大や生合成の促進

があることなどを報告した1）吻．

 またHyd6nらは，実験動物にアカゲザルを

使って，ウィスコンシン式一般検査装置を改良

した視覚弁別テストや遅延交替テスト（Delayed

alternation t餓）を行ない，学習に深い関係のあ

る脳の3つの部位について分析した結果，海馬回

神経細胞のRNA塩基組成の存在比の変化が，学

習の種類に係らず，同じようなパターンで生じる

ことなどを発見した5）．

 一方，記憶の固定が，こうした脳内物質の代謝

変動に基礎をおくものならば，その変動を阻害す

ることで，記憶の固定化も阻止されるであろうと

の見地からの研究も多い．

 この面からのアプローチによれぽ，代謝阻害剤

を投与する時点を変えて，記憶固定の過程を経時

的に知ることができる．

 Agrano登らは，タンパク合成阻害剤であるピュ

ロマイシソ（puromycin）を通常の金魚（Carassius

auratus）に経時的に脳内注射して，シャトル箱型

水槽を使って電撃逃避学習をさせた．

 対照無注射金魚群は，30日目及ぶ間隔をおい

て，テストをしても記憶が保持され条件刺激であ

る光に反応したが，学習終了直後や1時間未満の

うちにピュロマイシン注射を受けた金魚は，記憶

保持に障害を示したと言う6）．

 記憶固定に関連のあるタンパクが，学習終了後

1時間未満で合成されたことになる．

 問題点が多いが，学習した動物から記憶と最も

関係の深いと考えられる脳内物質を抽出し，これ

を未学習の同じ動物に注射，対照動物と比較する

と学習成績が向上しているという研究もある7）．

 いずれにしても多面的な研究成果から，記億現

象が脳内物質依存的であることが示されている．

 記憶に対する物質的基礎が以上のように特異タ

ンパクの新生などタンパクの代謝変動にあるなら

ば，その素材となる前駆物質の脳内タンパクへの

とりこみに対しても注目と検討が必要であろう．

 G正assmanらは， c57BL／6J系マウスのオスを使

って，皮下に放射性標識アミノ酸を注射した後，

スキナ一箱でバー押し学習をさせて，脳タンパク

への放射能のとりこみを調べたところ，3H一リジ

ンでは有意な増大が認められたが，3H唄イシン

では異化反応が促進され，とりこみ増大はおこら

ず却って低下した．

 3H一メチオニンにおいては90％以上が3H20画

分に認められた8）．

 このことは同じ学習をしても，アミノ酸を異に

すると脳タンパクへのとりこみパターンが変わる

ことを意味する、

 このアミノ酸とりこみ実験，さらに同じマウス

でも系を異にすれぽ学習能力も異なるという事

実9），また同じ代謝阻害剤を使っても動物の種を

異にすれぽ，副作用の発現をみたり，記憶障害の

内容も異なるという報告10）などを例にして，以上

述べてきた主な記憶研究の諸報告から考察される

ように，学習と記憶固定の過程に伴って生じる脳

内物質の変動は非常に多面的である．

 本研究では，以上のような記憶研究の特殊性を

考慮し，まず研究に不可欠な学習について，従来

用いられてきた方法を検討し，異常体位の転換修

正，新しい運動の学習といった運動機能の記憶で

はなく，判断という高次の脳機能を充分働かせね

ばならない弁別記憶が獲得固定されるような学習

方法であるとともにあわせて飢餓状態を動因とし

たり，電撃を無条件刺激に用いることが，被験動

物に生理的変化や心理的動揺を引き起こし，結果

的に記憶の固定化やそれに関連する脳内代謝への

影響を及ぼすことを考慮して，このような不要因

子が極力除外し得るような学習方法を計画考案

し，脳内物質の変化をとらえようと考えた．

 ついで，この高次の弁別記憶が充分被験動物に

獲得固定されるように，長期間にわたって記憶学
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習を行なった後，獲得固定されたこの記憶が長時

間の休止期を設定しても消滅せず保持されている

か否かを調べるとともに，その時点で脳内物質の

変動が認められるかどうかを，脳機能に関連する

と思われる脳内遊離アミノ酸の変動をとおして検

討するのを目的とした．

        n・実験動物

 c57BL／6J系で8週齢のオスのマウスが本学動物管理

室より導入され，実験動物として使われた．

 学習訓練時以外は，各マウスは一個体ごとにケージに

入れられ，動物管理室で飼育される．

        皿・実験方法

 （A）記憶学習装置（写真1）   、

弁別記憶学習装置は，厚さ約4㎜の不翻黒色アク

リル板を材料とし，3本の走路が互いに120。に開いたY

型学習装置で，写真1に示すような構造になっている．

 S 出発箱 学習を受けるマウス1個体が入れられ
る．

 G ゲート 上下動．し，マウスを走路と隔離する．

 A 走路 マウスが出発箱を出て目標箱に至るまでの

道．

 C 選択地点 マウスが正しい目標箱へ向かうか否か

が決定される重要な地点である．

写真1 弁別記憶学習装置

一1082一



33

 D ドア 正反応または誤反応を示す視覚弁別カード

が取付けられており，ストッパーによって走路側には開

かなくなる左右開きのドア．

 GO 目標箱 マウスが完全に入った時，正誤が判定

される場所．

 F エサ箱 2つのエサ箱はともにピーナッツが59

入れられてあるが，誤反応側に入った時は，食べられな

いように穴のあいた蓋がされてある．

 B 絶縁床板 穴のあいたベークライトの床板で電極

銅板と絶縁される．

 P 検知銅板 裏側はベークライト．向かいあって1

組となりマウスの四肢が同時に触れると導電し，位置表

示ランプが点灯する．

 トランジスターの高周波発振を利用しているのでマウ

スの体には何らの影響ももたらされない．

 BA 電池室 電池室の直下には450mwの豆球が点灯

する．

 定電圧を期するため適時電池は新しくする．

 L リード線 位置表示装置に連絡して回路をつく

る．

 LI蓋 外界と視覚的に絶縁するため，すべての装

置上にのせられる．

 学習用と対照用の2つの装置が用意されたが，全く同

じに作製されてある．

 （B）位置表示装置（写真2）

 学習装置に蓋がのせられるので，装置内のマウスの位

置の経過を知る必要があるため特に設けた装置である．

 トランジスターの高周波発振とサイリスタのランプ点

灯制御とを組み合わせた回路で，学習装置の検知銅板

と，それと絶縁して向かい合うアース銅板とにマウスが

またがり乗ると回路が閉じて，高周波発振が弱化した

り，または停止したりする．

 その結果，トランジスターの電流が増大してバリオー

ムの電圧上昇をもたらし，サイリスタがトリガーされ，

大きい電流が流れてリレーを作動させる．

 リレーは乾電池（4．5V）と青緑色に点灯する発光ダ

イオード（対照マウス用装置では赤色に点灯する）とで

回路を構成しているので，リレー作動とともにこの回路

が閉じ，発光ダイオードが点灯する．

 点灯回路も検知回路も消費電力は極めて少なくてす

欝軌．
  峯繍

曝

写真2 位置表示装置外観
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む．

 位置表示用発光ダイオードは学習用（青緑色に点灯），

対照用（赤色に点灯）とも1枚のベークライト盤上に配

列され，一見して2匹のマウスの位置を知ることができ

る．

 写真2は，表示装置の外観を示したものである．

 （C）同時弁別学習訓練

 無作為に選んだ2匹のマウスを1組とし，10組，20匹

のマウス群をつくって，各組の1匹を学習マウス，他の

1匹を対照マウスとして扱う．

 学習マウスは弁別学習を受けるが，対照マウスは弁別

学習を受けない．

 この相違を除いて，1組のマウスは常に同じ条件て飼

育される．

 1難ずつのそれぞれのマウスは，最初学習装置に対す

る順化訓練を受ける．

 学習マウスは学習用，対照マウスはそれに隣接して置

かれてある対照用装置が使われる．

 それぞれの出発箱に各マウスを入れ，すべてのゲート

を除去，すべてのドアを開放してマウスに自由探索行動

をとらせる．

 装置のすべての蓋は除去してマウスの行動を観察す

る．

 時にマウスは装置壁面に前肢をのせ外部の様子をうか

がったりするが，その際は軽く制してマウスの飛び出し

を防止する．

 順化は観察によって，探索行動や警戒的な行動が消え

るまで続けるが，通常は30分ほどでよいことが予備実験

からわかった．

 順化を終えたマウスは次にドア開き訓練を受ける．

 2つの目標箱のドアを半開きにしておき，マウスをド

ァ近くにおいて，軽く追いたてて目標箱の中へ追いこ

む．

 体の一部かドアに触れる程度の開きであればマウスは

楽に目標箱に入っていく．

 目標箱から走路へ出す場合も同じ要領で行なう．

 訓練を反復し，少しずつドアを閉じていけば，マウス

はやがて前肢などでドアを押しあけ前進するようにな
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る．

 強い追いたては，おびえて装置の外部へ飛び出すこと

を招くので注意が必要である．

 この訓練は予想以上に短い時間で終了した．

 訓練中，マウスは装置内床面に脱糞，排尿をすること

があるので，その際は糞はピンセットで除去，尿はティ

ッシュペーパーなどで拭きとったあと，95％エタノール

をガーゼに含ませて床面を拭い清めておく．

 学習，対照マウスとも1組ずつ装置への順化とドアあ

け訓練が完了したあと，初めて学習実験を行なう．

 まず2枚1組の刺激カードが2組用意された．

 1枚のカードはライトグレイにぬられたもので残りの

1枚はそのライトグレイの面の中心部に1辺が28mmの

黒色正方形色紙を貼付したものである（写真一3）．

 黒色正方形色紙貼付のカードを正反応，ライトグレイ

のカードを誤反応として条件づける．

 2枚のカードは2つのドアに走路に面して装着され，

450mwの豆球によって照明されるが，照度の一定化を

期するため乾電池を適時新しくして定電圧を維持する．

 左右ドアへの正反応カードの装着は，マウスなどの行

動特性，すなわち位置習性や交替反応を考慮して工夫さ

れたGellermannの系列に従った11）（表一1）．

 対照用マウスに対するカード2枚の装着も実験マウス

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

  表1Gellermann系列（1933）

RRRLLRLRLL 23 LRRRLLRLLR
RRRLLRLLRL 24 LRRLRRLLLR
RRLRLRRLLL 25 LRRLRLLLRR
RRLRLLRRLL 26 LRRLLRRLLR
RRLRLLLRRL 27 LRRLLRLLRR
RRLLRRLRLL 28 LRRLLLRRLR
RRLLRRLLRL 29 LRRLLLRLRR
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RLLRRRLLRL 39 LLRRLLRLRR
RLLRRLRRLL 40 LLRLRRRLLR
RLLRRLLRRL 41 LLRLRRLLRR
RLLRLRRRLL 42 LLRLRLLRRR
RLLRLLRRRL 43 LLLRRLRRLR
RLL工RRLRRL 44 LLLRRLRLRR
 講座心理学 Vol．7 182ぺ』ジより

用と同一にする．

 学習は10試行を1セッション（session）とし，試行問

間隔は5分とした．

 位置表示ランプ（発光ダイオード）のスイッチを入

れ，目標箱のドアが走路側に開かないようストッパーを

かけ，1組のマウスをそれぞれの出発箱内へ同時に入れ

る．

 次いで出発箱のゲートを同時に引き抜き，直ちに2個

口ストップウオッチで計時，表示ランプでマウスの進み

を視認，マウスが目標箱内に完全に入り，エサ箱に触れ

て最後の表示ランプが点灯した際，計時を終える．

 正反応カード側目標箱に入ったマウスは，エサ箱内の

ピーナッツを摂食したりして，制限時間まで自由に行動

できるが，誤反応カード側目標箱へ入った場合は，直ち

に罰を受け出発箱へ戻される．

 罰は指でマウスの体をはじく程度のものとするが，必

ずドアを走路側に開いておき，マウスが走路側へ即座に

逃げられるようにしてやるとともに，正反応側目標箱に

逃げこまないようにゲートを降ろしておく，

 ドアを閉じた状態で罰を与えると，逃げ場を失ったマ

ウスは，目標箱外へ飛び出してしまうので特に注意が必

要である．

 ．マウスが出発箱へ逃げ戻ったらゲートを降ろし，次の

試行の準備をする．

 対照マウスはどちらの目標箱へ入っても罰を受けず，

ピーナッツの摂食も自由であるが，対になっている相手

の学習マウスが誤反応して罰を受けた場合は，出発箱へ

戻った時点で体をはじぎ，対照としての条件を揃える．

 1試行終了のたびに装置の蓋を除去し，装置内の清掃

を行なう．

 汚物の清掃後，マウスは嗅覚に頼って自分の残した体

臭が棟出される：方向を選ぶ習性があるので，既述したよ

うに95％エタノールを用いて床面，壁面をよく拭い清め

る．

 もし選択点より分岐する2走路に自分の体臭が検出で

きれば，視覚弁別の判断なしに体臭依存的に走路を選ん

でしまうであろう．

 この手がかりは完全に除去しなければならないので特

に選択点と，その先の2走路は念入りに拭い清めて，排

出汚物の臭気，体臭の消去の完全を期する．

 エタノール残存のないことを確かめた後，正誤の刺激

カードを左右交換させる場合は，目標箱ごと左右交換し

て次の試行を始める．
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 学習成績は，正反応には○，誤反応には×の印を記録

しておき，1セッション10試行毎に正反応数の10試行に

対する百分率で表わすことにした．

 Gellermann系列は既述したようにラットやマウスの

 左右選択の際の偏好習性を考慮して工夫された系列で

あるので，条件づけない対照マウスが偶然の数値を越え

る成績をとることはない（二一1）．

 したがって学習マウスが少なくとも80％以上になる学

習正反応率を連続獲得する日が2日以上続くようになっ

た状態で，弁別記憶が固定したと認め，その状態セとなる

日まで学習開始時刻やセッション数にこだわらず学習を

進めた．

 （D）記憶保持テスト

 弁別判断という高次の脳機能を作用させて獲得固定さ

れた記憶が，長期にわたって保持されているかどうかを

究めるため行なわれた．

 記憶固定が充分認められた日から約30日間，各工組毎

のマウスは飼育ケージに入れられたまま動物管理室で，

通常の飼育を受ける．

 期日に達したマウスは，前に学習を受けた所定の場所

に運ばれて記憶保持テストを受けた．

 テスト方法は学習訓練の場合と全く同じである．

 テストは1セッションとし，正反応数の，試行総数

（10試行）に対する百回忌を求めて記憶保持程度の評価

とした．

 （E）強化学習

 脳の弁別判断機能が活発に作用している時点で脳内物

質の変動，代謝も活性を高めていると考えられる．

 そこで分析直前に活性を高めた状態にしておく目的

で，記憶保持テストに引き続いて学習の強化をはかっ

た．

 すなわち前回の学習訓練と全く同じ方法で学習を始め

るが，今回は5セッションを1単位として学習訓練を，

途中で中断することなく連続して実施する．

 各セッション間の時間間隔も最大10分までに制限す

る．

 1単位内で成績基準に達しない場合は，1時間の休息

をマウスに与えた後，引き続いて次の1単位の連続学習

を行なう．

 しかし，基準達成に失敗してもマウスの疲労を考え1

日あたり2単位を越える学習はせず，達成に失敗したマ

ウスは飼育ケージに戻され翌日改めて学習の強化を受け

る．

 1単位内で正反応率80％以上を連続2回以上とり，さ

らに1単位内に過去の最高成績と同一の成績か，または

過去にない最高成績を獲得したセッションが含まれた時

点を以て弁別判断機能活発化の現れの基準とみなし，脳

内物質の変動や代謝の活性が高められた状態に達してい

る基準とみなした．

 基準に達した学習マウスから順次に24時間以内に断頭

された．

 （F）薄層クロマト分析

 弁別記憶の充分な固定成立が脳内遊離アミノ酸に，い

かに影響したかを薄層クロマトグラフで調べた．

 分析方法は以下に示すとおりである．

 各マウスは，ギロチン式の断頭機によって室温下で，

1組単位で断頭される．

 氷冷したスライドグラス上で，眼科手術用の鋏と安全

カミソリの替刃を用いて直ちに脳を取り出し，嗅脳，大

脳両半球前2／3，後1！3の3つの部位に分ける（図一D．

 それぞれの脳組織は，氷冷された秤量ビソに収納さ

れ，速やかに直示天秤で湿重量が計量される．

 その後，各組織は5・Om1テフロンホモジェナイザー

に，20％スルフォサルチル酸2mlとともに入れられ，

氷冷されながら2分間ホモジェナイズされる．

 次いで高速冷却遠心分離機（久保田製作所製）を用

い，4℃に保ちながら毎分3，000回転で30分間遠心分離

を行なって除タンパクする．

・除タンパク上清の約2μ1をシリカゲル丁孟Cに付着さ

せたのち，n・プロパノールとIN酢酸を3＝1v／vに混

和した展開溶媒で，約60分かけて展開する．

 0．5％ニソヒドリンーエタノール溶液9。8！n1を酢酸

0・2m1と混和した発色液をスプレイした後，風乾し，デ

シケーター中に入れて，一晩，暗所に放置した．

 標準試薬は，スレオニン，タウリン，グルタミン酸，

セリソ，グリシン，グルタミン，アスパラギン酸の7種

のアミノ酸，それぞれ0・2mgずつを1ml再留水に溶解

した混合液とした．

 展開時の気温，湿度，展開槽内の溶媒飽和の程度など

Rfの再現性に影響を及ぼす要因に留意して，展開法も

上昇法とした．

 展開溶媒，展開槽も毎回新鮮なものとし，不純物の付

着，混入を防止した、

 その結果，同一展開門内の薄層板（2枚）のRfは再

現性よく一致した．
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        IV・結． 果

 （A）弁別学習

 1979年（昭和54年）5月18日より1組ずつ順化

（順致）に入り，ドア開け訓練も含めて最低1時

間以上の充分な時間を与え順化を終了した．

 次いで順化終了の組から学習を始め，記憶保持

テスト開始予定日より約1ヵ月前ぐらいまでに，

学習正反応率が80％以上で2セッション連続する

まで各組順次学習を進めた．

 その結果10組中8組の学習マウスが上記の条件

を満たした．

 正誤選択10試行中，8試行以上の正解が2回連

続して生起する偶然率は，8試行正解2回連続の

場合だけでも0．2％ぐらいなので，学習マウスの

弁別成績は偶然によるものではないと考える．

 図2は，記憶保持テスト前，最終3セッション

の学習マウスの成績を対照マウスの成績とともに

示してある．

 学習マウスと対照マウスの平均成績をみると，

学習マウスでは最：低が73％正反応率，最：高が83％

正反応率であるのに対して，対照マウスでは，最

低40％，最高57％で，すべて学習マウスが対照マ

ウスに対して上位の成績を獲得した．

 学習と対照の成績の差は，t検定の結果pく

0．OIで有意であった．

 （B）記憶保持テスト

 図形の有無弁別という，マウスにとって高次の

判断を要する記憶学習の結果，固定獲得されたと

認められる弁別記憶が，1カ月程度（29日から42

日）の長期の学習休止期を経過した後，消滅せず

に保持されているか否かが調べられた．

 記億の消滅が生起したならぽ，休止後の最初の

セッションの再生テストで，学習マウスの成績の

低下をみるべきである，

 結果が表一2に示される．

 8組の学習マウスのうち，1組が極端な成績三
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表2 Result ohetention test

Mouse
bQrd

Last score
b??盾窒?盾唐煤

@ （％）

Rest time

idays）

Retention
狽?唐?score

@（％）

Dif蛋erence
b?狽翌???last

≠獅?retention

@ （％）

E－ 1 80 29 100 ＋20

C－ 1 30 50 ＋20

E－ 9 田 34 80 0

C－9 50 40 一10

E－11 100 34 鉤 一70

C－11 60 60 0

E－10 go 35 90 0

C－10 50 70 ＋20

E－ 8 80 38 70 一10

C－ 8 40 40 0

E－ 6 80 41 70 一工0

C－ 6 40 50 ＋10

E－ 7 80 42 go ＋ユ0

C－7 70 30 一40

E－ 5 60 48 90 ＋30

C－ 5 40 60 ＋20

下，2組が10％の低下を示したが，残る5組は，

休止前最終テストの成績を保持したか逆に成績の

向上が認められた．

 極端な成績低下をみた1組を除外した残り7組

の学習マウスの休止前，最：終成績と休止後最：初の

記憶保持テストの成績の差は，t検定の結果，有

意でなかった．

 すなわち弁別記1意という，マウスにとって高次

の脳機能が消滅・低下していなかったことを示
す．

 （C）学習の強化

 罰を警戒しながら記憶に依存して活発に弁別学

習を続けている学習マウスの行動状態では，この

弁別記憶学習に関連した脳内物質の変動，代謝活

性が認められる状態にあると思われる．

 そこで，この状態での行動と脳内物質の変動の

関係を調べるために，保持テストを終了した学習

マウスから直ちに再学習に入った．

 そして既述した基準に達した学習マウスから，

できるだけ速やかに断頭がなされた．

 一般に学習成績は大きく上下に変動しながらも

向上して断頭前の最終成績に至った．

 図一3は，本実験に入った最初の2セッション

の成績と，断頭前最終の2セッションの成績と

を，対照マウスの成績とともに示してある．

 学習マウス10匹の最初の成績の平均正反応率は

47％で，偶然に依る正反応率50％に近かった．

 しかし，最終成績では平均91％に達した．また

10匹の最終2セッション，延べ20試行の平均正反

応率は80％，最初の2セッション，延べ20試行の

平均値は49．5％であった．

 平均の差のt一検定はp＜0・001となって，弁別

記憶学習の成績は有意に向上した．

 一方，対照マウスは，最：初のセッションの平均

値も最終セッションの平均値も同じ45％と変わら

一1088一



39

§

雲

3
の

100・

50・

磯e）団 1＝ll：ll：ll二ll：1認 1二ll：｛1訓

       white bo「： scores of theしost 2 sesslons of Leomed mou＄e

       grQン boP  二  scores ofもhe翁Pst 2 sessions ofしeurned mouse

        dotted Line ＝scores of theしosし2 sessions of contPoしmouse

       soUdしine  ＝scoPes of the慌Pst 2 sessions of controしmouse

    図3 Scores of the丘rst 2 sessions and the last 2 sessions

ず，最初の延べ20試行，最後の延べ20試行の平均

値も47．5％および45．5％で全く有意の差がなかっ

た．

 また最初のセッションで，学習マウスと対照マ

ウスの平均成績の差は22％，最終セッションでは

46％であった．

 どちらにも有意の差があったが，後者により大

きい差があった（t＝6．26，t＝7．69），

 （D）弁別記憶再生に伴う判断所要時間と正反

応数

 本研究では，学習マウスは弁別記憶による判断

というマウスにとっては高次の脳機能を働かせて

行動した．

 弁別記憶固定化への進行過程は同時に記憶再生

による判断の正確化，迅速化をもたらすものと考

えられる．

 弁別判断が特に必要になる場所は当然ながら選

択地点および刺激カードが装着されているそれぞ

れのド．プの直前で，学習の初期にあってはこの3

地点のいずれかで長く滞留して時間を消費し，そ

の上童反応してしまうことが多かった．

 とりわけ誤反応した試行の次の試行で刺激カー

ドが交替される場合には，罰を受けた目標箱側に

正反応カードが装着されるので，正確な記憶の再

10・
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生がないと，この試行を成功することが困難であ

った．

 それ故1セッション10試行中5回あるカード交

換試行の時の成績が，所要時間の短縮とともに向

上することは記憶固定を確認する一つの指標にな

ると思われる．

 そこで，学習最初2セッション計10試行と最終

2セッション計工0試行のカード交換試行の時の成

績と1試行あたりの平均所要時間とを比較してみ

た．

 逐一4はその結果を示している．10匹の学習マ

ウスのうち，E・2マウスは初期に比べ成績が振わ

ないが，残り9匹のうち8匹は初期よりすべて成

績がよく記憶固定の確実さを思わせる．

 所要時間については予期したように初期より大

幅に短縮したマウスもいたが（E－11），逆に増加

したマウスもあった（E－4，E－6， E－7， E－9）．

 成績が向上したのに係らず所要時間が長くなっ

たのは，判断に慎重になったことのように考えら

れる．

 対照マウスは，判断の場が与えられていないの

で，全セッションをとおして学習マウスに比べ殆

ど所要時間が少なく（最大平均26秒，最：少平均3

秒），初期と終期でも大部分に差がなかった，

 （E）薄層クロマトグラフィによる分析

 弁別学習成績の向上に伴い，幾つかの指標から

記憶の固定が充分認められた時点で，脳内物質の

変動の一端を脳内遊離アミノ酸をとおして調べよ

うとした．

 脳機能に関与する遊離アミノ酸は数多いが特に

高濃度に存在するアミノ酸であるグルタミン酸，

グルタミン，アスパラギン酸などについて注目し

た．

 結果は写真，4－A，4－Bに示される．大脳半球

の前2／3の部位と海馬回を含む後1／3の部位につい

て，目視的には，学習マウスと対照マウスとの間

に差が認められなかった．

 グルタミン酸は脳の後V3部位に，学習マウス，

対照マウスとも，前2／3の部位に比べて濃いスポ

ットとなったが，学習マウスと対照マウスとの間

には確然とした差がつかなかった．

 しかし多少対照の方に多い傾向があった．

 脳前2／3の部位に，矢張り学習，対照ともセリ

ン，タウリンのスポットが強く検出された．
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 今回の展開で，すべての標品についてクロマト

グラムの最上部分に蛍光物質が検出された．

 これは除タンパク剤であるスルフォサルチル酸

に由来するものではなかった．

        V・考  察

 記憶を脳内物質の変動や新生が担うものとして

追求する研究は，従来から分子レベルで最近に至

るまで多面的になされてきている12）13）21）22）．

 心理的，非物質的に扱われてきた記憶現象を物

質的現象として解明することは，その内容の複雑

さから考えて容易なことではない．

 とは言え，現実にこの自然界には，心理現象と

して解明できない多くの動物の記憶による行動が

ある．

 その1例を挙げればサケの母川回帰がある．サ

ヶはその稚魚期を過ごした河川を母川とし，数年

後（約4年）にその母川に回帰する．ふ化した河

川へ回帰しない事実は，成熟サケが育ちの川，す

なわち母川を記憶しているからである．

 大脳分化がそれほど著しくないサケが，母川を

数年間にわたって，心理的に記憶しているとは考

えられない．

 サケにとって河川回帰による産卵は遺伝機構に

よって規定された本能行動と考えられている．

 しかし，その機能に育ちの川へ回帰するという

後天的な規定要素が関与しているのである．

 サケの母川記憶の研究によれぽ，母川水に溶

解している母川特異的な物質が，サケに記憶さ

れており，脳内RNAの変化が関与しているとい
う14）15）．

 また嗅覚中枢の誘起脳波による研究でも，母川

水に特異的に反応するのをみている16》．

 サケは母川水を記憶刺激として，数ケ月の稚魚

期をとおして，心理的なものと無関係に記憶を固

定，保持して海洋へ下ると思われる．数年後，広

大な海洋から母川河口まで回遊してきた成熟サケ

は，嗅覚器官から入ってくる様々の支流からの刺

激インパルスの中から記憶した母川水のインパル

スが伝達されると，保持されてきた記憶系が特異

的に反応して母川の方向を認知し，その反応が続

くように遡上行動をとって最：終母川に到達するの

ではないかと思われる．

一1091一



42

 記憶という心理現象は，サケの産卵行動の様式

の中へは全く物質的な要素として参加しているの

である．

 この事実は記憶が脳内物質の変動，新生によっ

て固定され保持されるという記憶の分子仮説を強

力に支持するものである．

 Hyd6nらは，ネズミに綱渡り学習や利き手転

換学習を行なって脳内RNAの塩基組成の変化や

RNA量の増大を報告したが，彼らの実験分析が

単一分半した神経細胞を使っているので結果に対

する批判が出た17）．

 分析された神経細胞が少ないために，真に神経

インパルスを受容していたか否かの問題，興奮す

る神経細胞と抑制する神経細胞とは電気パルスに

よってしか識別できないという聞題RNA量も

神経細胞の種類によっては増大するものとしない

ものとがあるという実験報告の問題などである．

 しかしながらこのような細胞レベルにおける分

析検討とともに，学習方法の適否についても検討

がなされるべきであろう．

 Hyd6nらの綱渡り学習や利き手転換学習は運

動機能の学習であり，その結果としての核内RNA

塩基組成の変化やRNA量の増大は単に運動機能

向上を，あるいは激しい全身運動によるストレス

などの心理的情動を加味したものを反映している

のかも知れない．

 また前庭器官を刺激した対照群は，その前庭神

経核細胞を学習群と同じように興奮させ同じイン

パルスを起こさせるので，RNA塩基組成に変化

がないのは疑問であるとされるが，変化のないの

が事実とすれば，学習群との差は，能動か受動か

という被験動物の行動への心構えの差を現わして

いるのかも知れない．

 学習ネズミの新生RNAは学習記憶の所産では

な：いと考えられよう．

 Shashouaらは金魚にフロートを取付け異常体

位をとらせたあと正常体位に戻らせる学習をし
た18）．

 しかしこれも体位の正常転換という運動機能の

学習で，綱渡りや利き手転換の場合と変わらな

い．

 RNAの塩基組成のウラシルノシトシンは対照の

約2倍に達し，塩基組成の変化をみたわけである

が，Hyd6nらの結果と一致するのも運動機能の上

達という共通した面からの故と考えられる．

 タンパク代謝阻害剤であるピュロマイシンによ

る学習阻害結果も運動機能障害やピュロマイシン

の副次的作用によるものを示している恐れがあ
る．

 純粋に記憶をRNA塩基組成の変化として確認

するには不適当な学習方法であろう．

 またAgranoEらも金魚を使いピュ冒マイシン，

アセトキシシクロヘキシミドなどの代謝阻害剤を

用いてタンパク合成を阻害し，記憶固定に及ぼす

影響をみている．

 しかし，学習方法は電撃を無条件刺激にした

逃避学習であって，電撃そのものが記憶の固定化

に強く影響していることを否めない．

 電撃ショックが学習阻害をもたらす実験報告が

多くある18）．

 Hyd甑らはその後アカゲザル（Rhesus monkey）

を用い，視覚弁別学習と遅延交替学習を行なって

いる5）．

 両学習とも弁別判断という高次の脳機能を作用

さぜる必要があり，学習の向上は弁別判断記憶の

固定化を確信させるものである．

 そして両学習に最も関係の深い3つの脳部位

（inferior tempor島I gy川s， gyrus principalis， hyp－

ocampus）からの神経細胞がとり出されRNA量

が求められた．

 するとRNAの有意な増加が学習ザルの海馬回

神経細胞にのみ，視覚弁別学習の結果生じ，学習

ザルと学習対照ザルとの間では，gyrus temporalis

infer量orの神経細胞RNAの塩基組成で，アデニ

ンの増加とシトシンの減少という組成の変化が有

意に弁別学習に認められたという．

 遅延交替学習では3つの脳部位ともRNA成分

の有意な変化が初期にはあったが，長期間学習を

続けたサルにはそれがなかったという．

 また学習をとおしてアカゲザルを心理面からみ
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た時，学習対照群となったサルが，50％のほうび

スケジュールのためにフラストレーションをおこ

したかも知れないと述べている．学習対照の目

的からしてほうびの50％スケジュールはやむを得

ず，常にほうびをもらえないことに対する学習対

照ザルのフラストレーション発生もまた当然であ

ろう．

 しかし高等動物のフラストレーションが記憶に

影響を全く及ぼさないとは言えないだろう．

 高等動物であるが故にこそこの事が言える．そ

れにしてもRNAの増大や塩基組成の変化は弁別

記憶という高次の心理現象の物質的転換として大

いに意義がある．

 著者は，飢餓状態とか電撃とか明白に脳内物質

に影響を及ぼし，ひいては記憶にまで影響を及ぼ

す方法をさけ，綱渡り，体位転換利き手転換，

といった運動機能が主になる記憶ではなく，弁別

判断という高次の脳機能に依って固定化された記

憶が，マウスなどの場合にも矢張り脳内物質に変

化をもたらすものかを調べた．

 またこの弁別判断というマウスにとって高次の

脳機能によって固定化された記憶が，電撃学習を

受けた金魚やマウスのように長期間にわたって保

持されるものか否かを調べた．

 マウスの能動的なしかし多分に心理的な学習か

らの記憶は，全身的な運動機能や苦痛などによっ

て得られた記憶よりも，その固定化に長時間を要

し，しかもその保持は困難であろうと思われた．

 しかし実際には，実験者がマウスに不馴れのた

め，固定化に長時間を要した1例を除き残りのマ

ウスはすべて20セッション以内に固定化の基準に

達し，その保持は平均して1ヵ月以上になること

を確かめた．

 電撃学習金魚の約1ヵ月，電撃学習マウスの約

5週間と余り変わらなかった．

 しかしながらこのように長期にわたって保持さ

れている記憶が，脳内物質の変動として認められ

るか否かを脳内遊離アミノ酸をとおして確かめよ

うとしたが，差を検出することができなかった．

 今回の結果から，弁別判断という心理的な記憶

を担う物質的変動は，目視的な相違として認めら

れなかったが，この事をもつて心理的記憶の固定

は矢張り心理的であるとは言えないであろう．

 これは先のHyd6nによるアカゲザルの視覚弁

別学習の結果からうかがい知れる．

 今回の実験について検討すべき点を挙げてみれ

ば以下のとおりであろう．

 （A）遊離アミノ酸の選択の問題

 今回は，従来脳機能に関係ありと思われる幾干

のアミノ酸を選んだに過ぎない．

 そのいずれもが今回の記憶固定に対応して関与

しなかったのかも知れない．

 この事は用いるアミノ酸の種類によって，脳内

タンパクへのとりこみパターンが違うということ

を示したGlassmanの結果からも推察される8）20）．

 （B）脳血液からのアミノ酸供給作用

 特異タンパクの新生のために素材として組み込

まれた遊離アミノ酸の不足分が，直ちに脳血液か

らの持続的供給作用によって供給補充され，分析

段階では量的変化とならないことも考えられる．

 （C）分析方法の問題

 充分な記憶の固定化は薄層クロマトグラム上

に，スポットの有無，目視的な濃淡差として観察

できるであろうという前提条件の誤りが挙げられ

よう．

 学習マウスの湿重：量平均14，7mgの嗅脳部分

は1除ダンパク濾液2μ1中の量としては殆どス

ポヅトを目視できなかった．

 学習マウスの大脳両半球前2／3の部位と海馬回

を含む後1／3の部位は平均湿重量239・9mgおよび

94．6mg（表一3）で明瞭なスポットを得たが対

照との間に目視的には差をみなかった．

 （D）蛍光物質の検出

 予想外のスポット，すなわち蛍光物質の検出を

みた．

  （E）脳内物質変動の微少な産生

 Hyd6nらの研究結果によれぽ，綱渡りなど激

しい全身運動の結果として，前庭神経核の神経細

胞内RNA量は学習ネズミが751pg／cell，受動的

前庭刺激ネズミが722pg／cellであった．
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表3 Wet weight of three brain sections relating

 to learned and control m圭ce

Mouse
モ盾窒

      Ia鋤n2／31 Brain 1／3SeCtiOn   SeCtion

img）1（mg）

OlfactOW
b浮撃a

@（mg）

E－ 1 255 65 7

C－1 179 120 23

E－2 279 48 27

C－2 243 151 24

E－4 192 115
   一
Q1

一U－4 206 120 8

E－5 236 85 13

C－5 223 97 17

E－6 245 97 7

C－6 193 112 12

E－7 224 123 11

C－7 195 97 9

E－8 257 123 8

C－8 215 109 22

E－9 236 93 20

C－9 212 127 15

E－10 247 102 16

C－10 217 138 11

E－11 228 95 17

C－11 263 1ユ1 16

Mean

E－Mice 239．9 94．6 14．7

C－Mice 214．6 1182 15．7

TotaI 227．3 106．4 15．2

E－3，C－3 were excluded

 …方，利き手転換では大脳皮質細胞について学

習が27±2．5P9／cell，対照が22±2・3P9／cellであ

った．

 利き手転換学習は，綱渡り学習より激しい全身

運動ではない．

 Deiters核神経細胞と大脳皮質神経細胞とでは

大きさが違うが，それぞれ対照との差68P9／cell

および5P9／cellの比較は，身体運動の激しさの

差を思わせる．

 今回の弁別記憶学習で，マウスは走路約90cm

を進んで目標箱へ入る．

 歩行又は走行，楽に開くドアあけだけが運動機

能であり，この機能がもたらすと思われるRNA

量は一段と少量なのではないかと思われ，これに

上積みされる記憶固定化に伴う新生RNA量もさ

らに微量なのであろう．

 pgの1桁量にも及ばないとしたら，実用的に検

出能の高い薄層クロマトグラフィを以てしても，

検出限界をはるかに越えた量として結果的に目視

的な差にもならないのであろうと思われる．

 記憶を担う分子の生化学的機構については現在

のところ，脳内物質の変動，新生という段階で，

記憶が直接保持貯蔵される高分子物質といったも

のの存在は認められていない．

       VL 結  語

 多分に心理的である弁別判断に依る記憶が，マ

ウス（c57／6J系）にも固定されるか否かが調べ

られた。

 視覚弁別だけが判断の手がかりになるように工

夫されたY型弁別学習装置が用いられ，従来特に

注目されなかった選択点から目標箱に至る走路上

に残留するマウスの体臭などを清拭消去して，マ

ウスが嗅覚依存的に機械的に行動するのを阻止し

た．

 獲得，固定されたマウスの記憶が，長期間にわ

たって保持されるか否かが調べられ，約1ヵ月の

休止期において記憶再生テストがなされた．

 マウスの記憶は1ヵ月後にも保持され，記憶の

低下は殆どなかった．

 記憶を保持したマウスが脳内物質変動を示した

か否かが調べられた．

 その結果，定性的に学習群と対照群との間には

特に著しい相違がなかった．

 しかし，予想されない蛍光物質の検出をみた．

 学習群と対照群とに相違がなかった事に対する

曾比寸カミ為＝さオしナこ，

 稿を終わるにあたり，ご指導いただきました松村義寛

教授に深く感謝申し上げます．

 またいろいろご助言いただきました降矢焚助教授お
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よび星合之代講師に深く感謝しますとともに，．当生化学

教室検査技師塚田美奈子氏および教室諸氏に心からの

謝意を表します．
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