
東海大学大学院平成 27年度博士論文 

 

 

モデル動物における連合学習神経基盤の研究 
 

 

 

 

      榊 原    学 教授 

      堀 越  哲 郎 教授 

 

 

 

東海大学大学院生物科学研究科 

生物科学専攻 

滝上 慧 

指 導 



1 
 

―目次― 
 
第 1章 総合諸言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 4 
1.1．モデル動物としてのヨーロッパモノアラガイ 
1.2．連合学習 
1.3．古典的条件づけ 
1.3.1．味覚嫌悪条件づけ 
1.3.2．光―振動条件づけ 
1.4．記憶形成の作業仮説 
1.5．本研究の目的 
 
第 2章 味覚嫌悪条件づけの方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 13 
2.1．諸言 
2.2．方法 
2.2.1 実験動物 
2.2.2 行動観察のための実験装置 
2.2.3 味覚嫌悪条件づけ 
2.2.4 統計的検定法 
2.3．結果とその解析例 
 
第 3章 学習獲得・記憶形成に関わる神経機構・・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 21 
3.1．第 3章総合諸言 
3.1.1．記憶形成の固定化プロセス 
3.1.2．記憶形成の強化方法 
3.1.3．記憶形成の阻害方法 
 
3.2．学習獲得と記憶形成に関わる Cキナーゼの役割・・・・・・・・・・・・・・・・P. 25 
3.2.1．目的 
3.2.2．方法 
3.2.2.1．動物の薬理学的処理 
3.2.2.2．Cキナーゼの活性化による記憶の強化の実験法（実験１） 
3.2.2.3．Cキナーゼ活性化のタイミングにより形成される記憶（実験２） 
3.2.3．結果 
3.2.3.1．実験 1：Cキナーゼの活性化による記憶の強化の実験法 
3.2.3.2．実験 2：Cキナーゼ活性化のタイミングにより形成される記憶 
3.2.4．考察 
 



2 
 

3.3．記憶の強化は温度に依存する・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 44 
3.3.1．目的 
3.3.2．方法 
3.3.3．結果 
3.3.3.1．実験 1－分散学習と集中学習の効果と冷却阻害の影響 
3.3.3.2．実験 2－記憶の形成プロセスの冷却タイミングによる検討 
3.3.3.3．実験 3－冷却阻害の可逆性 
3.3.3.4．実験 4－STM形成時の Cキナーゼの関与 
3.3.4．考察 
3.3.4.1．LTM形成のメカニズムとそれに対する冷却の影響 
3.3.4.2．記憶形成の初期過程  
 
3.4．集中学習と分散学習の生理学的意味・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 61 
3.4.1．電気刺激を無条件刺激とした味覚嫌悪条件づけ 
3.4.1.1．目的 
3.4.1.2．方法 
3.4.1.2.1．電気刺激装置 
3.4.1.2.2．高電圧刺激によるモノアラガイの行動変化 
3.4.1.2.3．味覚嫌悪条件づけ 
3.4.1.3．結果 
3.4.1.3.1．高電圧刺激によるモノアラガイの行動変化 
3.4.1.3.2．無条件刺激を電気刺激とした味覚嫌悪条件づけ 
3.4.1.3.3．記憶の保持期間 
3.4.1.4．考察 
 
3.4.2．集中学習と分散学習・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 75 
3.4.2.1．目的 
3.4.2.2．方法 
3.4.2.2.1．集中学習と分散学習 
3.4.2.2.2．動物の薬理学的処理 
3.4.2.3．結果 
3.4.2.3.1．合計 20回の組刺激を 4日間で行う分散学習 
3.4.2.3.2．集中学習と分散学習による記憶形成 
3.4.2.3.3．Cキナーゼ活性化による記憶形成の強化 
3.4.2.4．考察 
 
3.5．第 3章まとめ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 88 
 



3 
 

第 4章 味覚嫌悪条件づけの自動化装置開発の試み 
-自動学習装置の試作とその実用度の検証-・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 91 

4.1．諸言 
4.2．システム構築 
4.2.1．電気回路 
4.2.2．装置設計と作製 
4.3．方法 
4.3.1．自動装置を使用した味覚嫌悪条件づけ 
4.4．結果 
4.4.1．9V、0.4µA電気刺激の効果 
4.4.2．自動装置の動作 
4.4.3．味覚嫌悪条件づけ自動化装置の性能評価 
4.4.3.1．STM／LTMの形成 
4.4.3.2．組刺激間隔の延長による効果 
4.4.3.3．一試行条件づけ(One-trial conditioning) 
4.4.3.4．外套膜への電気刺激による LPeD11の応答 
4.5．考察 
4.5.1．刺激時間延長の効果 
 
第 5章 総括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・P. 109 
5.1．作業仮説の検証 
5.2．モノアラガイにおける味覚嫌悪条件づけの新たな実験系の確立 
5.3．自動的味覚嫌悪条件づけの装置開発 
 
謝辞 

 
参考文献 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



4 
 

 

 

 

 

 

 

 

第 1章 
総合諸言 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

1.1．モデル動物としてのヨーロッパモノアラガイ 

 学習・記憶に関わる神経機構を探る上で、脊椎動物では難しい単一神経細胞レベルでの

生理的変化の解析及び、神経回路としての特性変化の理解のため、脊椎動物に比べてシン

プルな構造を持ち、尚且つ基本的神経機構には共通性が示されてきているモデル動物とし

て無脊椎動物が用いられる。無脊椎動物、特に軟体動物は神経細胞が大きいため(Fig. 1-2)、

神経系の信号処理を解析する電気生理学の実験によく用いられてきた。中でも軟体動物腹

足類の、アメフラシ(Aplysia, Castellucci et al., 1989)、ウミウシ(Hermissenda, Alkon et al., 1974)、

ヨーロッパモノアラガイ（Lymnaea stagnalis (Fig. 1-1) 以下モノアラガイと記す）(Sakakibara 

et al., 1998)は学習獲得と記憶形成に関わる研究が多く、学習行動と神経系調節過程の対応も

明確にされてきている(Alkon et al., 1987; Kandel et al., 1976)。中でもモノアラガイは後述する

ように多くの種類の連合学習が可能であり、それらに関する研究報告が多い。また、行動

に関わる神経細胞、神経回路の研究が進んでおり多くの神経細胞、神経回路が同定されて

いる。本論文では、行動の変化とそれに関わる神経細胞や神経回路の対応づけが可能なモ

ノアラガイを対象として、学習獲得と記憶形成の神経分子機構を主に行動学的観点から検

討した。 

 

1.2．連合学習 

 動物実験では行動の変容が学習獲得の目安となることから、条件づけの結果による行動

の顕著な変化が観察できる連合学習がよく利用される。連合学習にはパブロフのイヌに代

表される古典的条件づけと、スキナーの行ったレバー押しによる餌の獲得という報酬を介

した道具的（オペラント）条件づけがあるが、本論文では古典的条件づけに的を絞って考

察する。 

 モノアラガイでは、生命維持に関わる摂食行動と好適刺激、あるいは忌避刺激を組み合
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わせれば、パブロフ流の古典的条件づけが可能なことが知られ、それぞれ、味覚嗜好条件

づけ(Kojima et al., 1996)、味覚嫌悪条件づけと呼ばれている(Kawai et al., 2004; Takigami et al., 

2013a, b)。また呼吸行動と忌避刺激を組み合わせたオペラント条件づけ(Lukowiak et al., 

1996)に関しても多くの報告があるが本論文では取り上げない。 

パブロフの古典的条件づけでは、イヌにおいて動物行動の引き金となる肉のにおいと、

イヌにとっては無意味なメトロノームの聴覚刺激を時間的に組み合わせて繰り返し提示す

ると、イヌは餌とは無関係なメトロノームの音を聞いただけで、唾液を分泌するようにな

る。これは、肉のにおいとメトロノームの音が繰り返し提示されることにより動物の頭の

中で時間的な相関関係が意味を持ち、メトロノームの音が肉のにおいに結びついて、唾液

分泌という生理現象をひきおこすと解釈されている。すなわち、条件刺激と無条件刺激を

時間的に組み合わせて繰り返し提示すると、条件刺激だけの提示が引き続く無条件刺激を

想起させることにより学習が成立する。加えて、無条件刺激の持続時間と動物に加えられ

る強度に依存して記憶が形成されるといわれている(Sugai et al., 2007; Takigami et al., 2016)。 

 

1.3．モノアラガイ古典的条件づけ 

これまでの研究では、モノアラガイは、味覚刺激―接触刺激(Kawai et al., 2004)、味覚刺激

―化学刺激(Kojima et al., 1996)、光刺激―振動刺激(Sakakibara et al., 1998)といった異種の感

覚刺激の組み合わせで古典的条件づけが成立するとする報告がある。以下にこれまでの研

究を要約する。 

 

1.3.1．味覚嫌悪条件づけ 

これまでに報告のある味覚嫌悪条件づけは、最初に動物の好むショ糖溶液を提示し（条

件刺激：CS）、ついで動物の嫌悪する皮膚への強い接触といった無条件刺激(US)を提示する。
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このような組刺激（条件刺激＋無条件刺激）を繰り返し動物に与えることにより、動物は、

それぞれの刺激の時間的なパターンを学習し、ある段階から、条件刺激の提示だけで無条

件刺激を想起して無条件応答（咀嚼運動の停止、あるいは殻への引き込み）を示すように

なる(Kawai et al., 2004; Kojima et al., 1996; Sakakibara et al., 1998; Ito et al., 2015; Takigami et al., 

2013a, b, 2014b, c, d, 2016)。すなわち、化学刺激である KCl溶液の提示、あるいは体表へ加

えられる機械的接触刺激を無条件刺激として用い、条件刺激と無条件刺激の繰り返しによ

り学習を獲得するものであった。その繰り返し刺激の提示に関して、無条件刺激が強すぎ

ると、動物は殻に引き込み完全な防御姿勢を示すため、条件応答の観察は困難となるとい

う問題があった。これまでの味覚嫌悪条件づけでは、組刺激の繰り返し提示（トレーニン

グ）により、条件刺激であるショ糖溶液の提示に対して、咀嚼行動（１分間の口の開閉数）

の減少をもって評価している。条件づけ 10分後、24時間後に CSを提示したときの口の開

閉数を 10分後(Post-Test 10min)、24時間後テスト(Post-Test 24h)の値として、それぞれ短期

記憶、長期記憶の指標と定義して研究が進められてきている。 

 

1.3.2．光―振動条件づけ 

 モノアラガイは光照射に対して顕著な行動は示さず、振動刺激には殻への引き込み応

答が観察される。そこで、これら光照射と振動をある時間関係で組み合わせて繰り返し

提示することにより学習が成立する(Sakakibara et al., 1998, 2005, 2006)。すなわち、最初

に光刺激を提示し、直後に動物に振動刺激を負荷すると、光の提示がその後の振動刺激

を想起させ、殻に引き込むようになる。この学習では、学習を獲得した動物では光刺激

の提示後、ある遅れ時間を伴って殻に引き込むことから、この遅れ時間の逆数を指標と

して学習行動が評価できる。すなわち、学習が獲得されなければ、光刺激に対して引き

込み反応が起こらないため遅れ時間は無限大となり、その逆数は０となる。このように

して学習の成立や記憶が行動評価されてきている。 
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味覚嫌悪条件づけ、光―振動条件づけは、いずれも条件刺激と無条件刺激の組み合わ

せた刺激の時間パターンを学習するもので、刺激提示の順序を逆転させれば学習行動は

観察されず、この逆手順条件づけが、古典的条件づけ成立を裏付けるための対照実験と

して行われている。 

 

1.4．記憶形成の作業仮説 

上述したような条件づけの後、学習に関わる神経細胞において以下に示すプロセスが進

行することが作業仮説として提示されている。記憶形成のために必要なプロセスは分子

的メカニズムより短期記憶(Short Term Memory：STM)、中期記憶(Intermediate Term 

Memory：ITM)、長期記憶(Long Term Memory：LTM)に分類され、数分間持続する STM

は既存のタンパク質の修飾だけを必要とし、2～3時間の間持続する ITMでは新規タン

パク質合成が必要で、そして、1 日からより長期に持続する LTM では新規タンパク質

合成だけではなく、遺伝子発現の変化が必要とされる(Abraham et al., 2008; Castellucci et 

al., 1989; DeZazzo et al., 1995; Ramirez et al., 1998; Sangha et al., 2003; Schafe et al., 2000; 

Scheibenstock et al., 2002; Sutton et al., 2001; Wustenberg et al., 1998; Takigami et al., 2014b; 

Takahashi et al., 2013)。 

 

1.5．本研究の目的 

 モノアラガイではその行動に関わる神経細胞の一部が神経細胞の繋がりとして同定され

ており(Benjamin et al., 2000; Lukowiak et al., 2014)、連合学習による行動変化が特定の神経細

胞の可塑的変化として個々の細胞で調査することが可能なモデル動物とされる。本研究で

は味覚嫌悪条件づけを対象に主に行動学的結果と神経細胞内変化を対応づけることを目的

として行った。本論文第 2章では本研究の基盤となる味覚嫌悪条件づけの方法論を解説し、
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第 3章以降より以下の事象について順次示した。 

 第 3 章では学習獲得・記憶形成に関わる神経機構を 3 点から調査した。一般に記憶形成

は短期記憶、中期記憶、長期記憶として分類され、其々の記憶において、学習に関わる神

経細胞での変化は異なる。先述した記憶形成過程の分子メカニズムを作業仮説として念頭

に置きながら 1) 記憶形成に対するタンパク質キナーゼ C （Cキナーゼ）の役割、2) 記憶

形成の分子プロセスに対する温度変化の影響、加えて、本研究によって新たに導入された

方法である無条件刺激を電気刺激とする味覚嫌悪条件づけを用いて、より厳密な時間制御

下での 3) 集中学習と分散学習の学習効率への効果についても検討した。 

 第 4 章では無条件刺激を電気刺激とした味覚嫌悪条件づけを実現する自動味覚嫌悪条件

づけ装置の開発と、それを用いたモノアラガイへの条件づけについて調査した。電気刺激

を無条件刺激とすることで無条件刺激の実験者に起因する刺激強度のばらつきをほぼ０と

することができる。また、実験者の手技によるばらつきを伴わずに機械的に条件刺激及び

無条件刺激をモノアラガイへ供給することを可能とすることで、各種の条件下で効率良く

条件づけを成立させることが可能であることが予想され、これを実験的に確認した。その

結果、作製した自動味覚嫌悪条件づけ装置は設計通りに動作し、1 回に 10 匹のモノアラガ

イを同時に条件づけすることが可能となった。 

 第 5 章では本研究を総括し、モノアラガイの味覚嫌悪条件づけを対象に本研究の主なテ

ーマである以下の 3点について議論した。1．これまでの神経機構の分子メカニズムの作業

仮説が行動学的視点から検討された研究結果、2．新たに確立した電気刺激を無条件刺激と

する味覚嫌悪条件づけの研究結果、3．2 を発展させて開発した味覚嫌悪条件づけの自動化

装置による研究結果についてである。 
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2.1．諸言 

 本章では本研究（第 3 章、3.2 及び 3.3）で使用される味覚嫌悪条件づけの方法を解説す

る。第 1章に示したように条件刺激(CS)としてショ糖溶液の提示、無条件刺激(US)として侵

害刺激である皮膚への機械的接触を時間的に組み合わせて提示することで(Fig. 2-1B)、モノ

アラガイは、この 2つの刺激の時間関係を学習し、咀嚼行動を引き起こすショ糖に対して、

あえて積極的に咀嚼行動を引き起こさなくなる(Kawai et al., 2004; Kojima et al., 1996; Ito et 

al., 2015)。このモノアラガイの条件づけによる行動変化は学習に関わる神経細胞の変化によ

って引き起こされ、その結果が行動の変化として現れる。 

 モノアラガイを使用した味覚嫌悪条件づけにおいて、行動学的に記憶を定義づける尺度

として単位時間当たりの咀嚼回数が用いられる(Kawai et al., 2004; Kojima et al., 1996)。モノ

アラガイにとってショ糖は好む刺激であり、ショ糖提示は咀嚼行動を引き起こす。しかし、

組刺激によって条件づけを行うと、ショ糖の提示後に嫌悪刺激が提示されることを学習し

た動物はショ糖に対して咀嚼行動を示さなくなる。これは、モノアラガイにとっての防御

反応である殻引き込み行動が優先され、それによって咀嚼行動が抑制される為である。条

件づけによって行動変化を引き起こすことから、モノアラガイの神経細胞群からなる中枢

神経節において咀嚼と殻引き込みに関わる神経回路が修飾され、この変化が維持されるこ

とで結果として行動変化が持続すると解釈される。 

 

2.2．方法 

2.2.1 実験動物 

東海大学開発工学部生物工学科、榊原・堀越研究室の飼育室で繁殖、飼育されているヨ

ーロッパモノアラガイ（Lymnaea stagnalis：オランダ自由大学に由来）の、殻長 25～30mm

の成体を実験動物とした。飼育水槽の水温は 22～24℃に保たれ、飼料としてキャベツ、錦
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鯉の餌(KYORIN Co., Ltd.; Hikari Staple)と亀の餌(Spectrum Brands Japan & Spectrum Brands, 

Inc.,; Tetra ReptoMin)を与えた。動物の光環境は午前 8時に蛍光灯照明が入り、午後 8時に切

れるようにタイマーで制御した。 

 

2.2.2 行動観察のための実験装置 

 実験は室温 22～24℃の室内で行った。装置はプレキシガラス製の培養皿（直径 60mm、

深さ 20mm）にアクリルパイプ（直径 5mm）とゴムホースによって灌流流路を自作し、毎

分 250mlの水（数日間の通気で脱塩素した水道水）で灌流した(Fig. 2-1A)。モノアラガイの

咀嚼行動（口の開閉回数）はプラスチックシャーレの下方に置いた鏡により観察した(Fig. 

2-1A)。 

 

2.2.3 味覚嫌悪条件づけ 

実験には 24時間絶食したモノアラガイを使用した。絶食したモノアラガイを実験装置の

シャーレに移し、 10 分間装置の環境に順応させた。その後、注射筒 (TERUMO 

CORPORATION,)を使用して、100mMのショ糖を 5秒間、口付近に 1ml滴下して提示し、1

分間の咀嚼行動の回数を目視により計測する実験前テスト(Pre-Test)を行った。Pre-Testの 10

分から 15分後に組刺激の提示を行った。組刺激と組刺激の間隔は通常１分間とした。組刺

激は、条件刺激（CS：100mM ショ糖 1ml/5s）提示直後に無条件刺激(US)を与えた。US は

アクリル樹脂製棒（直径 2mm、先端直径約 0.5mm）によってモノアラガイの頭部に棒の先

で接触刺激した。刺激強度は殻引き込み行動が数秒間起こされるものとした。実験パラダ

イムとして(Fig. 2-1B)、CS-USの組刺激を与える回数はこれまでの報告をもとに 20回とし

た。条件づけの効果が記憶として定着したかは、一連の組刺激提示終了後の 10分後(Post-Test 

10min)、24時間後テスト(Post-Test 24h)で示される CSに対する口の開閉数が、Pre-Testに比
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べて統計的に少なくとも危険率 p＜0.05 以下で有意に減少したと判定された場合に記憶が

形成されたとした。さらに、このような条件づけが、刺激提示の順序に依存したものであ

ることを確認するために、CS-US の順序を逆転した、US-CS の繰り返し提示では学習行動

が起こらないことも確認した。このパラダイムを逆手順(Backward)条件づけと呼ぶ。(Fig. 

2-1C)。 

  

2.2.4 統計的検定法 

 条件づけ前後での行動の変化は、基本的には多重比較分散分析法によった。まず要因に

よって分類される群が、同じ群と言えるかに関して要因分散分析を行い、ここで有意差が

あれば、シェッフェの多重比較法を適用し、p 値を算出した。これら統計的検定には

KaleidaGraph (HULINKS Inc.)を用いた。統計処理は行動実験者とは異なる実験者が計算した。 

 

2.3．結果とその解析例 

 Pre-Testと Post-Test 10min及び、Post-Test 24hを比較した(Fig. 2-2)。CSに対する 1分間の

咀嚼回数は Pre-Test：15.7±0.48回（平均±標準誤差）に対して Post-Test 10min：3.4±1.36回で

あり、これら双方を比較すると Pre-Testに対して Post-Test 10minで有意に減少した(p<0.0001)

ことから短期記憶が形成されたと判断した。更に、Post-Test 24hでも 8.4±1.23回と Pre-Test

に対して有意に減少した(p<0.0001)ことから長期記憶を獲得したと判断される。このように

して記憶形成の長期記憶化はモノアラガイの咀嚼行動の変化から判断される。 

 第 3 章では、味覚嫌悪条件づけによって引き起こされるであろう神経節中の細胞内変化

を記憶強化と記憶阻害を使用した行動学的結果と対応させることで検討した。記憶形成に

関わる神経細胞内変化はこれまでの研究で議論され、その作業仮説が提案されている。こ
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の作業仮説が行動学的データとどこまで対応しているかを検証するのが本研究の大きなテ

ーマである。 
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図と図の説明 
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Fig. 2-1 味覚嫌悪条件づけの方法 

実験装置の模式図(A)。水を 250ml／minで灌流している培養皿内にモノアラガイを入れ、その咀

嚼行動は下部に置いた鏡により観察した。 実験パラダイム (B)。実験開始からモノアラガイを

10-15分間静置し、Pre-Test として 1分間のショ糖に対する咀嚼回数を記録した。その後、10分

間静置した後に条件づけを行った。条件づけ後、Post Testとして Pre Test同様にショ糖に対する

咀嚼回数を記録した。刺激を与えるパターン(C)。Forward群では 1分間隔で 5秒間のショ糖提示

直後に機械的接触刺激を行った。Backward 群においては 1 分間隔で機械的接触刺激後、5 秒間

のショ糖を提示する組刺激を行った。 
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Fig. 2-2 味覚嫌悪条件づけモノアラガイの記憶形成 

20回の組刺激とする条件づけ行い、Post-Test 10min、Post-Test 24hのショ糖に対する咀嚼回数を

比較した。20 回の組刺激によってモノアラガイは短期記憶及び、長期記憶を獲得した。データ

は平均値±標準誤差で示した。 (+p < 0.0001 ) 
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第 3章 
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3.1.1．記憶形成の固定化プロセス 

 腹足類モデル系（Hermissenda crassicornis：ウミウシ、あるいはモノアラガイ）では古典

的条件づけで LTM を形成する為に必要な感受性期は条件づけの組刺激提示終了後 10 分以

内及び、180分にあると言われている(Epstein et al., 2003; Fulton et al., 2008; Takahashi et al., 

2013)。これら二つの感受性期は記憶固定化プロセスのための高分子タンパク質合成と新規

mRNA 合成の時間経過と相関する。このことはタンパク質合成阻害剤、転写反応阻害剤を

用いた薬理学的実験により報告されている(Fulton et al., 2005)。しかし様々な薬物を用いた実

験では、神経組織は可逆的に回復することはまれで、回復過程での応答は不明のため、記

憶形成に必要なシナプス前後で発生する神経細胞における連続した分子的事象を見落とし

てしまう可能性がある。分子的事象の見落としは、それと対応する STM、ITM、LTM形成

が進行する過程の見落としとなる。以下にこれまで行われてきた記憶形成プロセスの調査

方法を概説した。 

 

3.1.2．記憶形成の強化方法 

 CSとしてショ糖、USとして KClを使用したモノアラガイの味覚嫌悪条件づけ(Ito et al., 

2013; Kojima et al., 1996)では Protein Kinase A(PKA、以下 Aキナーゼ)と cyclic AMP response 

element binding protein (CREB)が LTM 形成に関与することが報告されている(Azami et al., 

2006; Sadamoto et al., 2004)。また、このパラダイムの連合学習では軟体動物インスリン受容

体が LTM形成に関与することも示唆された(Murakami et al., 2013)。しかし、Cキナーゼはシ

ナプス形成を調節する Hudまたは mRNA固定化経路などシナプス形成を誘導する他の経路

に加えて CREBを強力に活性化させるとの報告もあり、Aキナーゼ以上に LTM形成により

強力に関与し、移行を促進させると考えられている(Pascale et al., 2005; Quattrone et al., 2001)。

C キナーゼ活性化の記憶形成への関与は軟体動物や齧歯類で研究されており(Alkon et al., 
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1988; Bank et al., 1988; Nelson et al., 1990; Olds et al., 1989; Takigami et al., 2014b)、最近の研究

では、Cキナーゼの同位酵素である PKM ζが、味覚嫌悪条件づけや、恐怖条件づけと空間

学習の記憶形成に関与すると報告されている(Pastalkova et al., 2006; Shema et al., 2007; Yao et 

al., 2008)。ウミウシの研究において、Cキナーゼの活性化剤である Bryostatin (C47H68O17：ブ

ライオスタチン、または Bryo)が LTM への形成を促進すると報告されている(Alkon et al., 

1998, 2005)。C キナーゼ活性化剤であるブライオスタチンは外肛動物であるフサコケムシ 

(Bugula neritina) から単離されたマクロラクトン化合物であり、Cキナーゼ活性化型膜タン

パク質のリン酸化を介して、新規タンパク質合成、さらに mRNAの修飾に関与する。また、

ブライオスタチンの低用量処理(<1nM)を行ったウミウシを使用した光‐振動条件づけにお

いては、Cキナーゼの活性化により必要となる新規タンパク質合成が起き、記憶をより長期

化された強化型 LTM (consolidated long-term memory: CLTMと呼ばれた) 形成につながるこ

とが観察された(Alkon et al., 2005; Epstein et al., 2003; Epstein et al., 2004; Kuzirian et al., 2006)。 

  

3.1.3．記憶形成の阻害方法 

 ナメクジ(Limax)を用いた研究では、冷却によって記憶が阻害され、この現象は記憶の冷

却阻害(cold-block)と呼ばれている(Yamada et al., 1992, Sekiguti et al., 1994; Takahashi et al., 

2013)。連合学習による記憶形成後、冷却することによる記憶阻害はアメフラシ(Aplysia)、

ショウジョウバエ(Drosophila)、モノアラガイなどの無脊椎動物を用いた研究によって確認

されている(Fulton et al., 2008; Sangha et al., 2003; Xia et al., 1999)。ナメクジのような陸棲の動

物を用いた研究では学習直後瞬時に動物の体内の温度を下げることは容易ではない。一方、

モノアラガイは水棲のため冷水に入れて急激に体内温度を下げることは容易で、冷却阻害

の効果を観察するには好適な材料である。 
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3.2.1．目的 

 学習獲得のプロセスとして、組刺激の提示により、特定の細胞、あるいは細胞群の興奮

性が長期的に変化することが観察され、これを担う機構として神経細胞膜上の機能的タン

パク質のリン酸化あるいは脱リン酸化が想定されている。ウミウシの光－回転条件づけで

は CSとして使われた光照射により視細胞は興奮するが、直後に提示される USである振動

刺激により興奮する平衡胞の有毛細胞からの信号が視細胞にフィードバックされ、視細胞

の興奮性が抑制される。これら刺激の繰り返しにより、視細胞内のカルシウム濃度は上昇

と下降が繰り返される(Alkon et al., 1985, 1987)。この反復される細胞内カルシウム濃度変化

は、濃度依存的に活性化される種々のタンパク質リン酸化酵素を度々活性化する。ウミウ

シの例では、C キナーゼとカルシウム－カルモジュリン依存性のリン酸化酵素（CaM キナ

ーゼⅡ）が視細胞の興奮性の上昇に関与するとの報告がある(Farley et al., 1991)。学習前の状

態に比較すれば、タンパク質キナーゼが関与して視細胞の K+電流が長期的に不活性化され

るために、結果的に興奮により脱分極した膜電位は再分極に時間を要し視細胞の興奮性が

増加するために、CS入力により平衡胞有毛細胞を経由する光に対する抑制行動が発現する。 

これまでのウミウシの先行研究によれば、既に述べたように学習獲得にはタンパク質リ

ン酸化酵素の Cキナーゼ、CaMキナーゼⅡが、またアメフラシでは Aキナーゼ(Michel et al., 

2008)、MAPキナーゼ(Michel et al., 2011)が学習獲得のスイッチの役割を果たすとの報告があ

るが(Kandel et al., 2001)、本論文では学習初期に活性化する Cキナーゼの役割を調査するた

め、Cキナーゼに絞って学習獲得に関与するかをモノアラガイで検討した。 

 

3.2.2．方法 

3.2.2.1．動物の薬理学的処理 

Cキナーゼ活性化剤、Bryostatin (LC Laboratories, Woburn MA、以下ブライオスタチン)は
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100µlのエタノールで溶解した後、水で希釈して 1µg/mlのストック溶液とした。 

 ストック溶液を 2000倍希釈した 0.5ng/mlの濃度の溶液 10mlにモノアラガイを入れ、45

分後に飼育水に入れ替えた。ブライオスタチンは脂溶性のため、モノアラガイの体内に入

り Cキナーゼが関与する組織のリン酸化を促進する。 

 Cキナーゼ不活性化剤、Ro-32-0432 (LC Laboratories, Woburn MA、以下 Ro-32)は飼育水中

に 80nMの濃度で溶解した。この溶液(10ml)にモノアラガイを入れ 20分間浸漬して Cキナ

ーゼを不活性化した。 

 

3.2.2.2．Cキナーゼの活性化による記憶の強化（実験１） 

 モノアラガイを使用した味覚嫌悪条件づけ方法においても従来の条件づけ方法に比べて

Cキナーゼの活性化で、より効率的に学習を獲得可能か検討した。Kawaiらにより示された

従来の機械的接触刺激をUSとする場合、LTMを形成するには 1日に 20回の組刺激（CS-US）

が必要とされていた (Kawai et al., 2004)。そこで、ブライオスタチン処理した動物が、より

少ない組刺激の提示により学習を獲得するか、そして形成される記憶はどれほどの時間維

持されるかを、活性化剤のブライオスタチン（処理時間：45 分間）と不活性化剤の Ro-32

（処理時間：20 分間）を用いて検討した。ブライオスタチンと Ro-32 の双方を使用した場

合の処理方法は、45分間の Cキナーゼ活性化剤ブライオスタチンによる処理を行い、その

後に 20分間のCキナーゼ抑制剤Ro-32による処理を行った。ブライオスタチン処理とRo-32

処理を入れ替えた場合においても各薬剤の処理時間は同様とした。以下検討した記憶は、

条件づけ後 10分の時点、24時間後の CSに対する口の開閉数を指標として、それぞれに相

当する STM、LTMと定義して観察した。また、組刺激回数を 5 回、10 回、20回と変えて

STM形成に要する最少組刺激回数を調査すると同時に、ブライオスタチン処理の効果を 10

回の組刺激回数によって調査した。 
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3.2.2.3．Cキナーゼ活性化のタイミングにより 

形成される記憶（実験 2） 

 本実験では C キナーゼを活性化するタイミングと、組刺激提示を行う時点を変えて、ど

の組み合わせが最も効率的に学習を獲得し、記憶の形成が起こるかを検討した。すなわち

20 回の組刺激の異なる時点で 45 分間のブライオスタチン処理を行い、LTM 形成を評価し

た。まず、条件１はブライオスタチン処理を実験前 (Fig. 3-2-1 EXP.2-1) までに、条件 2は

条件づけ開始直前 (Fig. 3-2-1 EXP.2-2) までに、条件 3は条件づけ試行終了時にブライオス

タチン処理が完了するようにした(Fig. 3-2-1 EXP.2-3)。条件 4は Post-Test 10minテスト直前

にブライオスタチン処理を完了するものとした(Fig. 3-2-1 EXP.2-4)。 

 

3.2.3．結果 

3.2.3.1．実験 1：Cキナーゼの活性化による記憶の強化 

Post-Test 10min において 10 回の組刺激(10-Cont)により咀嚼回数が大きく減少するが、5

回の組刺激(5-Cont)では統計的に有意な変化は観察されない。このように 10回以上の組刺激

によって少なくとも STMが形成された(Fig. 2-3-2)。 

 一方、ブライオスタチン処理(0.5ng/ml)によりモノアラガイは 5回の組刺激提示で STMが

形成された(pre: 22.2 ± 0.87 bites/min; 10 min: 16 ± 1.21 bites/min；5-Bryo)。しかし、LTMは形

成されなかった。これらの結果はブライオスタチンによる Cキナーゼの活性化が STM形成

を促進することを示した。なお、ブライオスタチンの溶媒(0.005% ethanol)を使用した対照実

験では、5回の組刺激では STMの形成は観察できなかった。 

 ブライオスタチン処理を施したモノアラガイにおいて 10回の組刺激提示(10-Bryo)により

STM、LTMの両方が観察されたが、ブライオスタチン処理を行わないモノアラガイでは STM

の形成は観察されたが LTMの形成は観察されなかった。得られた結果(pre-test: 20.4 ± 0.64 
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bites/min; 10-min post-test: 5.4 ± 1.05 bites/min; 24-h post-test: 16 ± 1.19 bites/min) (p < 0.0001, 

pre vs. STM [10-min post-test]; p = 0.009, pre vs. LTM [24-h post-test])の統計解析値を Table 

3-2-1に示した。 

 モノアラガイへ 20回の組刺激を提示するとブライオスタチン処理の有無に関係なくSTM、

LTM はこれまでの報告のとおり形成された。さらに、ブライオスタチン処理を施すことに

より STM、LTMは僅かに強化された(10 min: 1.6 ± 0.63 bites/min; 24 h: 14.8 ± 1.68 bites/min; 

with p < 0.0001; Fig. 3-2-2)。対照的に Ro-32の処理によってモノアラガイの STM、LTMの形

成は抑制され、Fig. 3-2-3のように CSに対して咀嚼応答した。このように、Ro-32処理は、

20 回の組刺激を行った場合についても記憶の形成を有効に阻害した。また、Ro-32 により

処理した場合(20-Ro)、処理しない場合(20-cont)であっても個体間ではバラつきが存在した。

20-contでも条件づけが成立しない個体、20-Roでも条件づけが成立する個体が存在した(Fig. 

3-2-3)。 

 要約すると、組刺激回数が増加すると Post-Test 時の咀嚼回数は減少する。モノアラガイ

へのブライオスタチン処理により、組刺激回数が同じであってもブライオスタチン処理群

では Post-Test において咀嚼回数が大幅に減少する。ブライオスタチン処理を行わないモノ

アラガイで LTMを形成しない 10回の組刺激であっても、Cキナーゼを活性化させることに

より LTMが形成される。記憶形成への Cキナーゼ活性化の関与を Table 3-2-2にまとめた。

Table 3-2-2は CSに対する咀嚼回数からみたブライオスタチンの効果をまとめたものである。 

ブライオスタチンと Ro-32 の両方を使用した条件で、10 回の組刺激による条件づけを行

った実験結果(Fig. 3-2-4)は STMがRo-32処理を施したものも含む全ての条件で観察された。

STM形成は Cキナーゼ活性化が僅であっても促進されたと解釈された。つまり、ブライオ

スタチン処理の後、Ro-32 処理を施したモノアラガイにおいても LTM は形成され、Ro-32

処理をブライオスタチン処理に先行させた場合においては、LTMは形成されず STMだけが

形成され、Ro-32処理単独では STMだけが形成された。対照動物の 10分後テストと Ro-32
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処理動物のそれを比較すると、それほど大きな違いはないものの、統計的には対照群では

危険率 p＜0.0001レベルの差があるが、Ro-32群では危険率 p＜0.05レベルの差であった。

このことは Ro-32処理下では STM形成機構において、わずかな違いがあることを示唆して

いるのかもしれない。対照と比較して、STM 形成のための統計水準がブライオスタチン処

理群と Bryo-Ro群についても同様であったが(p<0.0001)、STMを示す実際の咀嚼回数は単一

ブライオスタチン処理より多かった(Bryo: 5.4 ± 1.05 bites/min; Bryo-Ro: 11.5 ± 0.99 bites/min)。

重要なことは条件づけ前に Cキナーゼが活性化され、その後 Ro-32処理しても LTMは形成

されていたことである。したがって、Cキナーゼ抑制剤 Ro-32はブライオスタチン処理によ

ってすでに開始された LTM形成過程は抑制できないと考えられる。 

 C キナーゼ活性化と記憶形成に関して、ブライオスタチンと Ro-32 の役割に関して Fig. 

3-2-4にまとめ、その統計値を Table 3-2-3に示した。上述したように、一度ブライオスタチ

ンにより Cキナーゼが活性化されると Ro-32による記憶阻害は起こらないが、最初に Ro-32

処理した後にブライオスタチンにより C キナーゼを活性化すると STM は形成されるが、

LTMは形成されない。Table 3-2-3中の確率はブライオスタチンによる Cキナーゼ活性化状

態のもとでの Pre-Testと Post-Test 10minと Post-Test 24hにおける CSに対する咀嚼回数をシ

ェッフェの多重比較法により算出した。 

 

3.2.3.2．実験 2：Cキナーゼ活性化のタイミングにより 

形成される記憶 

実験 1 で示したように、対照群で 10 回の組刺激によって条件づけしたモノアラガイは

STMを形成したが、LTMは形成されなかった(Fig. 3-2-2)。条件づけ手順の間、異なる時点

でブライオスタチン処理を行ったモノアラガイにおいて、Pre-test 前に処理した動物（条件

2）については他の群に比べて LTM 形成は薄弱であった (p<0.05)。条件づけ手順における
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条件4でブライオスタチン処理したモノアラガイは、STM (p<0.0001)、LTM (p<0.0001)、CLTM 

(p<0.0005)のように長期間咀嚼行動の抑制が観察された。このように、ブライオスタチン処

理を条件づけ直後に行うことは、24時間持続していた記憶を 48時間持続できるよう一層の

強化が図られると考えられるが、実験 2の条件 3において CLTMの検討は行っておらず言

及できない。STM、LTM、CLTMの形成基準は実験 2の条件 4の結果(Table 3-2-4)で、Pre-Test

との比較に基づいた。 

 

3.2.4．考察 

 実験 1の結果、一定以上の Cキナーゼ活性化レベルが STM、LTM形成に必要なことが示

された。45分間のブライオスタチン処理後の 10回の組刺激提示で LTMが形成されること

は、ウミウシを使用した実験(Alkon et al., 2005; Kuzirian et al., 2006)に比べていかに Cキナー

ゼの活性化が早いかを示している。ウミウシでは Cキナーゼを活性化させる為に実験前の 2

～3 日間にブライオスタチンで処理する必要があった。また、記憶が強化されて LTMとな

るにはある程度のCキナーゼの活性化レベルが必要であるということは注目すべきである。

STM 形成にはブライオスタチンの有り無しに関わらず最少数の組刺激提示が必要である。

しかしながら、ここでナノモル濃度のブライオスタチンが存在すればさらに LTMを形成す

るのに十分な Cキナーゼによるリン酸化レベルとなり、LTMが形成されると考えられる。 

 Ro-32の効果とブライオスタチンとの相互関係が STM、LTMそれぞれの記憶の状態で変

わることは、これら薬剤の薬理効果の時間的順番が重要であることを反映している。ブラ

イオスタチン処理後の Ro-32 処理(Bryo-Ro)による咀嚼行動の抑制はブライオスタチン単独

での処理より大きい。しかし処理の順序を逆転すると STM から LTM への移行も起こらな

い(Ro-Bryo)。ブライオスタチン投与の時間を変えてみても LTM 形成に大きな影響はない。

すなわち、実験した 4つの場合のいずれにおいても STMは LTMに移行した。さらに CLTM

に移行したのはブライオスタチンを 20回の組み刺激提示の後だったが、この点に関しては
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48時間後の記憶を系統的に観察しておらず、言及することはできない。しかし、予め Cキ

ナーゼの活性化レベルが低いと、LTMは形成されない。   

他の C キナーゼ活性化剤、たとえばよく使われるフォルボールエステルは発がん性を有

する。ブライオスタチンの薬理効果は選択性が強く、強力な C キナーゼ活性化能を持ち、

細胞毒性を示すことから抗がん剤などの性質を有する (Smith et al., 1985)。海水産軟体動物

腹足類であるエムラミノウミウシ(Hermissenda crassicornis：ウミウシ) での検討では、2～3

日前にブライオスタチン処理をすると古典的条件づけが促進され、わずか 2 回の組刺激提

示で STMが形成されるなどの効果が報告されている(Alkon et al., 2005; Kuzirian et al., 2006)。

ウミウシでの実験結果を裏付けるように、モノアラガイでは C キナーゼ活性化により以下

のような効果が観察された：(1) ブライオスタチン投与の効果は、条件づけ前、あるいは直

後にそれを与えることにより記憶形成が強化された。(2) Ro-32 は条件づけ前、またはブラ

イオスタチン処理前に投与することで LTM形成を阻害した。(3) (2)とは逆に、条件づけ後、

またはブライオスタチン処理後の Ro-32処理は LTM形成には阻害効果を示さない。ブライ

オスタチン処理はモノアラガイにおける STM形成から LTM形成、または CLTM形成で味

覚嫌悪条件づけの記憶を強化した(Fig. 3-2-2、Fig. 3-2-4)。さらに Cキナーゼ阻害薬である

Ro-32は、学習獲得あるいは STMの形成を阻害しない。Ro-32は Cキナーゼに対する阻害

剤であるにも関わらず STM形成を阻害しないのは、電位依存性チャネルを通して、学習獲

得時、STM形成時にカルシウムの初期流入による Cキナーゼの自己リン酸化による可能性

が考えられ、あえて外部から Cキナーゼを活性化する必要がないのかもしれない。 

 実験 2において、全てのモノアラガイ(n=71)の Pre-Test と Post-Test 10minの咀嚼回数を比

較して有意な減少を示した(p<0.001)。本結果は、少なくとも 10 回の組刺激が STM からそ

の後の記憶形成を引き起こす上で必要であることを示し、ブライオスタチン処理は 4 つの

タイミングに関係なく、LTM への記憶形成を強化したことを示した(p<0.05)。実験 2 の条

件 3において、ブライオスタチン処理を行うことによって対照と比較して LTMへの移行を
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促した。10回の組刺激後のブライオスタチン処理（条件 4）では LTMから CLTMへと記憶

形成が移行したことが示されるが、実験 2の条件 1-3で 48時間後の咀嚼回数は検討をして

いないことから、今の段階では CLTM形成への Cキナーゼの活性タイミングの影響に関し

ては更なる言及はできない。 

 3.1.2．に述べた内容をふまえて、STM から長期化する記憶に関して、これまでに提案さ

れた仮説を以下にまとめる。タンパク質新生が起こる期間を中期記憶(ITM)と呼び(Mizumori 

et al., 1987; Sangha et al., 2003; Stough et al., 2006; Sutton et al., 2001)、その後に形成される記憶

は(1) 24時間保持される LTM、(2) 48時間以上保持される CLTM とされる(Rosenzweig et al., 

1993)。LTMと CLTMの形成にはタンパク質の新生に加えて、遺伝子発現の変化が起こるこ

とが必要と考えられている(Abraham et al., 2008; Mizumori et al., 1987; Sangha et al., 2003)。し

かし、記憶形成過程の間に必要なタンパク質合成を促し、記憶を固定化するために、特定

のシナプスの形態変化にタンパク質合成が必要であるかは証明されていない。記憶強化の

要因として起こるであろう、タンパク質合成とシナプスの形態変化を区別することはでき

ないが、これまでの研究(Esposito et al., 2003)から、タンパク質の新生や遺伝子発現による記

憶の固定化の過程には少なくとも 2つの時期があるとが考えられている。 

 LTM形成時の必要とされるタンパク質新生には条件づけ直後(Davis et al., 1984)あるいは

数時間後(Epstein et al., 2003; Takahashi et al., 2013; Takigami et al., 2014c)といった始動が異な

る 2つの期間が存在することが示されている。この点について問題提起したのが Fulton et al. 

(2005)によるモノアラガイの 1回の組刺激での味覚嗜好条件づけを用いて行った研究結果で

ある。彼らの行った条件づけは嗜好性の味覚条件づけで、口の周りを軽く接触した後、シ

ョ糖を与えるもので、CSが接触刺激、USがショ糖となっており(Fulton et al., 2005)、本研究

とは異なっている。モノアラガイにおいて条件づけ後に起こるタンパク質新生には、10 分

から 1時間の範囲の期間が重要であると示唆された(Fulton et al., 2005)。条件づけ後 45分で

の C キナーゼ活性化の処理が記憶獲得のために重要であるとする本研究結果は、これらの
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知見と一致している。さらに、Fulton et al. (2005)は条件づけ 10 分後に転写阻害薬である

actinomycin D及び、翻訳阻害薬である anisomycinの投与により LTM形成が阻害されること

を示した。本研究は条件づけ後 1 時間の範囲で Cキナーゼ活性化剤の投与が記憶形成を強

化することを示した。したがって、CLTM形成は DNAからの転写後、Cキナーゼの活性化

と mRNAの翻訳による新規タンパク質の合成を必要とすると考えてもよいであろう。一方、

Fultonたちの研究では actinomycin D、あるいは anisomycinを動物体内への注入によって阻

害しているため、それら薬剤の影響から直ちに回復することはない。その為、薬剤の影響

から回復するまでの時間内全ての転写及び、翻訳を阻害してしまう為、時間的考察は困難

であることを問題点として提起したい。Cキナーゼのような記憶形成の最初期に活性化され

る酵素の時間的な調査は活性化剤（ブライオスタチン）と不活性化剤(Ro-32)の双方を使用

することで可能であると考えられる。これは、Cキナーゼが記憶形成の初期に活性化するこ

とで記憶形成プロセスを開始するスイッチのような役割を持つ為、ブライオスタチン処理

による Cキナーゼの活性化効果が STM、ITM、LTMとする記憶形成に顕著に表れる。従っ

て、最初期に誘発される細胞内事象の時間的考察が容易である。 

条件づけ後のブライオスタチン処理によって誘発された C キナーゼのリン酸化と新規タ

ンパク質合成が LTM形成に重要であるとする仮説は、ウミウシにおける古典的条件づけに

よる同様の研究結果によって支持される(Alkon et al., 2005; Kuzirian et al., 2006)。ウミウシに

よる記憶形成は anisomycinと Cキナーゼ阻害剤である Ro-32によって阻害された(Alkon et 

al., 2005; Kuzirian et al., 2006)。従って、結果として、モノアラガイとウミウシという 2種の

腹足類において、記憶形成時の C キナーゼリン酸化と新規タンパク質合成の役割が確認さ

れた。一方、モノアラガイにおける記憶形成時の新規タンパク質新生の役割については本

章で問題点を提起した actinomycin D、あるいは anisomycinのような不活性化剤を使用せず

に新規タンパク質合成の役割について研究を進める必要がある。 
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図、表と図、表の説明 
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Fig. 3-2-1 味覚嫌悪条件づけプロトコル 

モノアラガイは 10分間装置内で自由に行動させ環境に慣れさせた後、Pre Testとして CS (100mM 

ショ糖)を与え 1分間の咀嚼回数を計測した。Pre Test後、10～15分間静置した後に組刺激を行

った。CSと US(接触刺激)を組刺激(5回、10回または、20回)として提示した。Post-Testとして

10分後、24時間後、48時間後に Pre-Testと同様に CSを与え咀嚼回数を計測し、Pre-Testと比較

した。実験 1、実験開始前のブライオスタチン(0.5ng/ml)または Ro-32 (80nM)処理の効果。ブラ

イオスタチン(45min)、Ro-32 (20min)で処理した。ブライオスタチンと Ro-32の双方を使用した

場合はブライオスタチン処理(45min)後、Ro-32処理(20min)を行った。また処理の順序を逆転さ

せた場合についても処理時間では同一とした。実験 2、ブライオスタチン処理時点の影響。条件

１はブライオスタチン処理実験前（実験環境への順応前）、条件 2は条件づけ開始直前（組刺激

提示前）までに、条件 3は条件づけ試行終了時に 45分間のブライオスタチン処理が完了するよ

うにした。条件 4は Pre-Test 10minテスト直前にブライオスタチン処理を完了するものとした。

以上 4つの時点においてブライオスタチン処理(0.5ng/ml, 45min)を行った。 
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Fig. 3-2-2 組刺激回数(5、10、20回)とブライオスタチン処理が記憶形成(STM、LTM) 

に及ぼす効果  

STMと LTMの評価は、Pre-Testと比較した。また、STMは Post-Tes 10min、LTMは Post-Test 24h

で評価した。咀嚼回数は Pre-Testの平均値を 1.0として正規化して示した。ブライオスタチン処

理を行った場合を除き、5回の組刺激では STMを形成しなかった。10回の組刺激では STMが

形成され、ブライオスタチン処理によって LTMまで形成された。20回の組刺激では、STM、LTM

がブライオスタチン処理に関わらず形成され、逆手順 (20-Back)における組刺激では STM、LTM

共に形成されなかった。また、組刺激前の Ro-32処理 (20-Ro)により、STM、LTMが形成されな

かった。Fig. 3-3-3に 20-cont及び 20-Roの各個体のデータ分布を図で示した。

(*p < 0.05; **p < 0.01;***p < 0.001; +p < 0.0001 ) 
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Fig. 3-2-3 20回の組刺激時の Ro-32の影響 

 Fig. 3-2-2における 20-contを白丸、20-Roを黒丸で個体ごとの咀嚼回数を示した。棒線は 20-cont

の平均値、点線は20-Roの平均値を示す。20-contにおいて、Pre-Testと比較して10分後(+p < 0.0001)、

24時間後(***p < 0.001)に STM、LTMが観察されたが、Cキナーゼ抑制剤(Ro-32)の処理により、

20回の組刺激による条件づけが抑制され STM、LTM共に形成されなかった。 

(NS: not significant, ***p < 0.01, +p < 0.0001) 
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Fig. 3-2-4 味覚嫌悪条件づけにおける Cキナーゼの役割 

Pre-Testの平均値を 1.0として正規化したデータを示した。10回の組刺激による各群において C

キナーゼ活性化剤(ブライオスタチン)及び／または、抑制剤(Ro-32)の効果を Post-Test 10min 

(STM)と Post-Test 24h (LTM)として調査した。LTMはブライオスタチン処理及び、Bryo-Roで処

理された群において観察されたが、Ro-Bryoの順番で処理した群及び Ro-32で処理した群そして

対照群において形成されなかった。一方、STMについては程度の違いはあるもののいずれの群

でも形成が観察された。 (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, +p < 0.0001). 
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Fig. 3-2-5 ブライオスタチン処理のタイミングと記憶形成 

データは咀嚼回数の平均を示した。条件 1-4は Fig. 3-2-1に示したプロトコルでブライオスタチ

ン処理を実施したことを示し、処理のタイミングが今回調べた範囲では STM、LTMの形成に無

関係であることが示されている。なお CLTMの形成が条件 4において観察されたが他の条件で

は実験していない。(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, +p < 0.0001). 
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Table 3-2-1 

Repeated-measures ANOVA and Scheffe’s F post hoc test, F values, and probabilities among 

PKC-related behavioral measures. 

Number of CS–US Condition F/p Pre vs. STM Pre vs. LTM LTM vs. STM 

5 Control 1.417/0.273 NS(0.273 NS(0.751) NS(0.917) 

Bryo 11.531/0.001 0.001 NS(0.231) 0.032 

10 Control 39.472/<0.0001 <0.0001 NS(0.182) <0.0001 

Bryo 61.064/<0.0001 <0.0001 0.009 <0.0001 

20 Control 32.836/<0.0001 <0.0001 0.0009 <0.0001 

Bryo 95.571/<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 

NS: not significant. 

STM: short term memory (Post-Test 10min); LTM: long term memory(Post-Test 24h); CLTM: 

consolidated long term memory(Post-Test 48h). 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-2-2 

Memory enhancement effects of bryostatin in terms of CS–US repetition number. 

CS + US Control +Bryostatin 

5 Pairings No STM 

10 Pairings STM STM, LTM 

20 Pairings STM, LTM STM, LTM, CLTM 
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Table 3-2-3 

Scheffe’s F post hoc test statistical significance levels for behavioral changes induced by Bryo and its 

inhibitor Ro-32 prior to 10 paired CS–US associative conditioning trials. 

Control 

Control Pre STM LTM 

Pre  <0.0001 NS(0.1821) 

STM   <0.0001 

Bryo  

Bryo Pre STM LTM 

Pre  <0.0001 0.0091 

STM   <0.0001 

Bryo → Ro32 

Bryo-RO Pre STM LTM 

Pre  <0.0001 <0.0001 

STM   NS(0.111) 

Ro32 → Bryo 

Ro-Bryo Pre STM LTM 

Pre  0.0002 NS(0.9587) 

STM   0.0003 

Ro32 

RO Pre STM LTM 

Pre  0.0148 NS(0.4522) 

STM   NS(0.1519) 
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Table 3-2-4 

Scheffe’s F post hoc test probability significance levels among behavioral measures obtained by 

differences in the application time-window for Bryo within the training regimen. Conditioning was 

performed by 20 paired CS–US presentations in each condition.  

Control 

Control Pre STM LTM CLTM 

Pre   <0.0001 NS(0.0586) NS(0.0702) 

STM     <0.001 <0.001 

LTM       NS(0.9977) 

Condition 1 
 

Condition 1 Pre STM LTM 
 

Pre   <0.0001 0.0032 
 

STM     <0.0001 
 

Condition 2 
 

Condition 2 Pre STM LTM 
 

Pre   <0.0001 0.0246 
 

STM     <0.0001 
 

Condition 3 
 

Condition 3 Pre STM LTM 
 

Pre   <0.0001 0.0002 
 

STM     <0.0001 
 

Condition 4 

Condition 4 Pre STM LTM CLTM 

Pre   <0.0001 <0.0001 0.0005 

STM     <0.001 <0.001 

LTM       NS(0.6093) 
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第 3章 

3.3．記憶の強化は温度に依存する 
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3.3.1．目的 

 条件づけによる記憶をその成立機序により STM から ITM, LTM と分類したが、それぞ

れに関わる分子機構は異なり、当然関与する化学反応は違う。このことは、それぞれの記

憶が形成されるために効果的に CS、US を提示しつつ、化学反応が完了するのに十分な時

間を要することを意味している。それがモノアラガイにとっては 1日に 20回の組刺激が与

えられている時間である可能性がある。19 世紀までの学習、記憶の心理学的、神経科学的

研究では、このような時間的要素を考慮して刺激提示することはなかった。しかし、19 世

紀後半から 20世紀初頭にかけて、心理学の分野ではエビングハウスにより時間をかけて学

習する分散学習が、一気に学習する集中学習より、長期間記憶を維持できると提唱されて

きた(Ebbinghaus et al., 1885)。なお、分散学習とは条件刺激(CS)と無条件刺激(US)を組刺激と

するが、組刺激間隔を時間的に切り離した学習を言う。加えて、分散学習は、組刺激間隔

を時間的に切り離さない集中学習より効果的であることが知られている(ガルシア効果; 

Garcia et al., 1974)。前述した光を手掛かり刺激、体動揺を無条件刺激とする視―前庭干渉に

よる条件づけにおいて、モノアラガイで集中学習と分散学習について検討され、集中学習

と分散学習では、分散学習の方が長期間記憶を保持できることが示されている（Sakakibara et 

al., 1998; Takigami et al., 2014c）。 

本研究では、STMから LTM成立の作業仮説を念頭に置き、それぞれの記憶が成立する過

程で関わる化学反応を想定しながら条件づけを行えば、より効率的に学習獲得、記憶成立

が図られるはずであると考え実験を組み立てた。具体的には、 分散学習により一層強固な

LTMが形成されることを詳述することで、以下 5点について検討した。第 1に合計 20回の

組刺激を複数日で行う分散学習において、より効果的に記憶を保持する 1 日の組刺激回数

を調査した。第 2に味覚嫌悪条件づけを 1日に 5回の組刺激として 4日間行う分散学習と

し、1日の学習直後の冷却により記憶が阻害されるか調査した。第 3に冷却による記憶の阻

害が冷却のタイミング（1日の組刺激後 0～180分）によって、どう影響されるか調査した。
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第 4 に冷却による記憶阻害が可逆的であるか、阻害状態から再学習可能かによって評価し

た。第 5 に条件づけ前にブライオスタチン処理を行い、更に条件づけ後に冷却阻害を行う

ことで Cキナーゼの活性化によって媒介されるリン酸化が冷却阻害を受けて、STM形成過

程の分子機構へどのように関与するか調査した。 

 

3.3.2方法 

3.3.2.1．冷却阻害 

 汲み置き水を入れた 500mlビーカーを氷冷し、ビーカー内の水温を 5℃で維持し冷却装置

とした。条件づけ後のモノアラガイを冷却装置に入れその状態で 10分間維持した。冷却か

らの回復は室温で維持した味覚嫌悪条件づけ実験装置内で行った。また、冷却後の咀嚼行

動の観察は室温で維持した味覚嫌悪づけ実験装置内で 2 分間の静置後に行い、咀嚼回数を

測定した。なお、通常モノアラガイは２分以内に咀嚼行動を再開した。 

 

3.3.2.2．実験 1－分散学習、集中学習後の冷却阻害 

 20回の組刺激を 1日（1日に 20回の組刺激(1D×20)）、2日（1日に 10回の組刺激を 2日

間(2D×10)）、4日（1日に 5回の組刺激(4D×5)）に分けて条件づけを行い分散学習による記

憶形成の効果について検討した。続いて、冷却阻害が記憶形成に干渉するか調査するため

に 4D×5、2D×10、1D×20で条件づけを行い、各日の条件づけ直後に冷却阻害を行った。 

 

3.3.2.3．実験 2－記憶の形成プロセス 

実験 2では冷却が STM と LTMを阻害する時期を決定するために各日の条件づけ後に冷

却するタイミングを変えた。具体的には各日の条件づけ後にモノアラガイを冷却するタイ

ミングは Fig. 3-3-1で示すように 4、7、10、15分後及び、180分後と設定し、STM、LTM、
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CLTMが形成されるかを確認することで評価した。 

モノアラガイは条件づけ後の其々のタイミングで以降 10 分間冷却した後に CSに対する

咀嚼行動から記憶を評価した。記憶は Pre-Test、Post-Test 10min、Post-Test 24h、Post-Test 48h

とする 3回以下のMemory Testにより評価した。条件づけ後 10、15、180分遅れて冷却を行

った場合については Post-Test 10min は冷却からの回復後に行った。これら実験パラダイム

は Fig. 3-3-1に図示した。 

 

3.3.2.4．実験 3－冷却阻害の可逆性 

 実験 3 は冷却阻害による記憶阻害の可逆性を調査するために実施した。つまり、冷却阻

害を行い、記憶が形成されなかったと判断されたモノアラガイが、その後、通常の条件づ

けでは記憶形成が可能であるか調べた。対象として 4D×5の組刺激条件で各日の条件づけ後

0 分に冷却した動物を用いた。この動物に対して後日、4D×5 の条件で直後の冷却はせずに

条件づけを行い、学習行動が観察できるか検討した。 

 

3.3.2.5．実験 4－Cキナーゼ活性化後の冷却阻害による 

STM形成に及ぼす影響 

 冷却阻害下において C キナーゼの活性化に依存して STM が形成することを調査するた

め、組刺激を 4D×5で行ったモノアラガイを各日の条件づけ直後に冷却した。4D×5の 4日

目のPre-Test前にブライオスタチンで45分間処理し、条件づけ後の冷却後にPost-Test 10min、

Post-Test 24h及び、Post-Test 48hを測定することで STMと LTMを評価した。 
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3.3.3．結果 

3.3.3.1．実験 1－分散学習、集中学習の効果と冷却阻害の影響 

26匹の naïveモノアラガイに合計 20回の組刺激を与えた。モノアラガイは 1) 1日に 20

回の組刺激を行った群(1D×20：n=9)、2) 1日に 10回の組刺激を 2日間行った群(2D×10：n=8)、

3) 1日に 5回の組刺激を 4日間行った群(4D×5：n=9)、の 3群に其々振り分け、其々の群の

20回の組刺激後、STMと LTMを評価し、結果を Fig. 3-3-2A，C及び Fig. 3-3-3Aに示した。 

LTMは 1日に 5回の組刺激を 4日間与えた群(4D×5)においてのみ観察された。つまり 4D×5

群の動物のみが CS提示に対して Pre-Testと比較して Post-Test 24hで咀嚼回数が有意に減少

した (p<0.05)。一方、STM は全ての群で観察されたが、4D×5 群以外の 2 群については

Post-Test 24hにおいて有意な咀嚼回数の減少は見られず LTMは形成されなかった。 

 全 3群（各 8匹）のモノアラガイにおいて記憶形成への冷却阻害(Fig. 3-3-2B, D, Fig. 3-3-3C)

の効果を検討した。各日最後の組刺激直後に冷却阻害を行った結果、Fig. 3-3-2B、2D及び、

Fig. 3-3-3Cに示されるように全 3群の STM及び LTMの形成が阻害された。 

 続いて、4D×5群を用いて、LTMの形成(Fig. 3-3-3A)の記憶固定化プロセスについて検討

した。Fig. 3-3-3A の LTM が形成される過程として、Post-Test 10min の咀嚼回数の減少が

Pre-Test と比べて統計的に有意でなかった場合でも、Post-Test 10min の咀嚼回数は Pre-Test

と比べて常に少なかった。さらに、翌日の Pre-Test（前日の Post-Test 24h）の咀嚼回数は 2

日目を除き、常に前日の Post-Test 10min より高い値を示した。これは動物が忘却を示しな

がらも前日の学習の効果が残っていることを示している。STM は初日に形成され、毎日の

組刺激によって STMは維持しつつ、4日目において LTMの形成が観察された。Fig. 3-3-3B

に示されるグラフは味覚嫌悪条件づけにおける CSと USの手順を逆手順 (Backword) とし

た結果であり、逆手順条件づけでは USと CSの連合は起こらず咀嚼回数の減少をもたらさ

ないことを示している。各日の 5 回の組刺激後の冷却阻害は各日の組刺激提示後最初期に
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おける記憶の形成過程を阻害することで、STM及び、LTM形成を停止させたと考えられた

(Fig. 3-3-3C)。 

 

3.3.3.2．実験 2－記憶の形成プロセスの冷却タイミングによる検討 

 実験 1において、STMと LTMの形成は各日の組刺激直後の冷却によって阻害されること

が観察された。続いて、冷却阻害によって記憶形成が阻害されるタイミングを観察するこ

とで記憶形成における固定化プロセスの重要な時期の決定を試みた。各日の組刺激後、冷

却を行う時点は、各日の組刺激後、4分、7分、10分、15分、180分とした 5群に分けた(n=8) 

(Fig. 3-3-1)。その実験結果を Fig. 3-3-4に示した。組刺激後 4分及び 7分で冷却を行った群

は LTMを形成しないが STMは形成した(4min delay: 1D-pre vs. 1D-post p=0.0084, 2D-pre vs. 

2D-post p=0.0035; 7 min delay: 2D-pre vs. 2D-post p=0.0063)。組刺激後 10分及び、15分に冷却

阻害を行った群では STM、LTMは形成され、Fig. 3-3-4D、4Eで示した LTMへと続く咀嚼

回数の減少推移は Fig. 3-3-3Aと比べて緩徐を示す傾向が観察された。最後に、組刺激後 180

分に冷却を行った群においては STM、LTM共に形成されなかった。 

 各日最後の組刺激後 180分の冷却を行った群では、STM、LTMが形成されず、さらに Fig. 

3-3-4の他の群より個々の個体のばらつきが小さかった(Fig. 3-3-4F)。これにより、各日の組

刺激後 180 分の冷却処置が STM 及び LTM を阻害するのに十分に効果的であったと結論づ

けた。 

 

3.3.3.3．実験 3－冷却阻害の可逆性 

 実験 3 では記憶を急速冷却によって阻害したことで記憶が形成されなかったモノアラガ

イにおいても記憶形成の能力があるか検討した。この実験において(Fig. 3-3-5A)、1 日に 5

回の組刺激を 4 日間行い、各日最後の組刺激直後に冷却を行った群、すなわち 4 日目まで
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には記憶は形成されていない群(Fig. 3-3-4A)にその後 4日間は冷却しないで条件づけを行っ

た。その結果、4D×5群と同様の条件づけを追加して行うと、STMと LTMの形成が観察さ

れた。以上より、冷却による記憶忘却は記憶形成過程の分子機構を停止できるが、この阻

害効果は不可逆的なものではない。このような意味で可逆的と言えるものであった。 

 

3.3.3.4．実験 4－STM形成時の Cキナーゼの関与 

条件づけの記憶が Cキナーゼの活性化後に固定化できるか調べるために Cキナーゼ活性

化剤であるブライオスタチンの投与を以下の条件づけ手順で行った(n=6)。4D×5群と同様に

組刺激を与え、1 日から 3 日目の最後組刺激直後に冷却したところ、STM、LTM はいずれ

も形成されなかった。続いて、4 日目の条件づけ開始前にブライオスタチンにより処理し、

組刺激直後に冷却を行った群では、5回の組刺激によって STMが Fig. 3-3-5Bに示すように

冷却阻害を受けても形成された。しかし、LTM及び CLTMの形成は観察されなかった。 

 

3.3.4．考察 

本項の実験において以下の 5つの結果を得た。1) 分散学習は LTMを形成させる上で効果

的である。2) 組刺激後、遅延時間 0分での冷却阻害は STM、LTMの双方を阻害する。3) 遅

延時間 10分以内の急速冷却はLTMの形成を阻害する。4) 遅延時間 180分の急速冷却はLTM

形成を阻害する。5) 冷却阻害によりもたらされる阻害効果は不可逆的なものではない。 

 

3.3.4.1．LTM形成のメカニズムとそれに対する冷却の影響 

記憶の固定化期間の中で学習直後に分子プロセスの変更を受けることは記憶形成の阻害

をもたらす。シナプス可塑性の長期に渡る固定化プロセスと LTMの固定化プロセスにおい

て重要な遺伝子活性は、インスリン様成長因子 (insulin-like growth factor 2)や、初期成長応
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答遺伝子 1 (early growth response gene 1)、CCAAT/エンハンサー結合タンパク質 

(CCAAT/enhancer binding protein)、c-fos遺伝子、c-jun遺伝子などの前初期遺伝子の活性化で

ある(Murakami et al., 2013; Anokhin et al., 1991; Chen et al., 2011; Guzowski et al., 2001; Jones et 

al., 2001; Taubenfeld et al., 2001)。Murakami et al., (2005) により、クローニング、塩基配列が

決定された前初期遺伝子の一つであるCCAAT/enhancer binding protein (Azami et al., 2006)と、

Murakami et al. (2013)により調査された軟体動物インスリン関連ペプチド(MIP：Molluscan 

Insulin-related Peptide)がモノアラガイ味覚嫌悪条件づけの記憶固定への関与が示唆されてい

る(Azami et al., 2006; Murakami et al., 2013)。 

新規のタンパク質合成が LTMの形成には不可欠であり、1)トレーニング直後(Sutton et al., 

2001)、2)トレーニングの数時間後(Epstein et al., 2003)、この二つの期間において、可塑的変

化に対する感受性が高いことが想定される。また、Fulton et al. (2008)は条件づけ直後に冷却

阻害を適用した場合に限り、LTM の形成を阻害することを味覚嗜好条件づけにより示した

(Fulton et al., 2008)。しかし、Fulton et al. (2005)の研究において使用されたタンパク質合成阻

害剤、mRNA 転写阻害剤の効果は不可逆的なため記憶形成の時期を正確に議論することは

できないと多くの研究者は考えている(Sangha et al., 2003)。一方、本項において示したよう

に、冷却阻害の効果は記憶形成に対して不可逆的なものでないことから、記憶の形成過程

における感受性期を論じるには好適な方法である。 

モノアラガイにおいて、オペラント条件づけ直後（30 秒以内）に冷却し、記憶の固定化

阻害、更にその後記憶の再固定化を行った場合についても、モノアラガイの状態に悪影響

を及ぼさないことが報告されている(Sangha et al., 2003a,b,c)。本項における LTM形成阻害の

為の冷却阻害は、最後の組刺激の後 10分以内に適用しなければ記憶をブロックすることは

できなかった。肺呼吸を抑えるようにするオペラント条件づけの one-trial trainingにおいて、

ITMの形成直後に冷却を行うことで記憶形成分子の情報伝達を阻害した実験手順では、LTM

の形成を抑制したとの報告がある(Parvez et al., 2005)。加えて、この one-trial trainingの直後
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及び、120分から 180分以内での麻酔薬であるケタミンの投与を行うことで LTMは阻害さ

れた(Martens et al., 2007)。これら結果は LTMが阻害を受けやすい時期という点で本項の実

験結果と一致しており、記憶形成期間中には阻害に影響を受けやすい異なった少なくとも 2

つの時点が存在することを示していると考えられる。 

 従って、本項の冷却阻害を利用した方法はこれまでの研究結果(Fulton et al., 2008; Sangha 

et al., 2008)に矛盾することなく、STM形成を阻害する効果が持つことが裏付けられた。0分

以外の遅れ時間の冷却阻害実験(4, 7, 10, and 15 min delay)において STMの形成が観察された

が、冷却阻害時点 4、7 分で LTM は形成されなかった。結果として、記憶の固定化プロセ

スが条件づけ後 10分までの時点で進行する可能性が高いと考えられる。この間に冷却阻害

の影響で停止するか、LTM 形成のための代謝プロセスや、高分子の合成速度の減速により

記憶形成が阻害される可能性が高いと推測された。実際に各日の組刺激提示後に冷却する

ことによって STMと LTMは形成されなかった(Fig. 3-3-4F)。 

1日に 5回の組刺激を 4日間行う分散学習において、最終日の組刺激後 180分に冷却する

ことにより記憶形成が阻害され記憶が固定化されなかった。この場合、STM は一旦形成さ

れると短期間残留するが、最終日の最後の組刺激と 180 分後の冷却により Post-Test 前に記

憶が忘却された為に観察できなかったと考えた。この実験において LTMの形成が明白でな

かった理由を考察することは重要である。それは、記憶の固定化期間は各日の条件づけ 10

分後以降に形成される為である。以上より、高分子合成プロセスの減速、停止は、LTM 形

成の為のタンパク質合成を条件づけ後 180分の ITM中の冷却が介在した結果、遅延したも

のと示唆される。同様な現象は最近のモノアラガイの研究または、ウミウシ、アメフラシ

を使用した研究において報告されている。Marra et al. (2013) のモノアラガイ味覚嗜好条件

づけの one-trial conditioningの研究結果では、条件づけ後 10分、1時間、3時間の時点で記

憶の形成が観察されるが、30 分、2 時間後の時点では記憶が忘却されたように観察される

ことが報告されている (Marra et al., 2013)。これらの記憶形成経過と感受性は、異なる分子
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メカニズムを持つ記憶の形成経過段階の遷移過程の違いに依拠していると考えられた。

Crow et al. (2011) のウミウシを用いた研究では One-trial の In vitro conditioningにおいて、条

件づけ 30分、3時間後のタンパク質レベルの変化を二次元差分ゲル電気泳動で調べている。

その結果、上記の時間経過の間に重要なタンパク質が検出されており、検出されたタンパ

ク質は翻訳調節、細胞シグナル伝達、細胞骨格調節、代謝活性、タンパク質分解などの細

胞機能に関与していた。アメフラシの冷却阻害を用いた研究では、行動レベル及び、電気

生理学的に検討されており、それらの結果では記憶形成過程で引き起こされる神経細胞の

形態的な変化、及びその結果、起きる行動レベルでの変化は観察されていなかった(Botzer et 

al., 1998; Sherff et al., 2004)。Botzer et al. (1998)の研究では味覚嫌悪条件づけが用いられてお

り、この研究では LTM が条件づけ後 12～24 時間で形成されていたが、条件づけ後 4～12

時間の間において明白ではなかった(Botzer et al., 1998)。Botzerらは本研究とは異なる冷凍庫

内に動物を入れるという記憶の急速冷却法を用いたが、行動実験結果には本研究と相違な

く、STM形成の阻害はなかった。従って、冷却による記憶形成過程への感受性は STM、ITM、

LTMと形成される分子メカニズムで STM形成から LTM形成までの間に対応していると考

えられる。 

 

3.3.4.2．記憶形成の初期過程 

 細胞レベルでの記憶形成は学習に関わる神経細胞のシナプスの形態変化によって形成さ

れることが証明されており(Kandel et al., 2001; Staras et al., 1998; Fulton et al., 2008; Sunada et 

al., 2014)、特定の神経細胞の膜特性の変化は記憶形成の初期過程に関与する(Braun et al., 

2011; Mozzachiodiet al., 2008)。ウミウシを使用した光と回転振動による古典的条件づけでは、

長期間の K+チャネルの不活性化によって B 型視細胞の興奮性が変化する(Alkon et al., 

1985,1987)。ウミウシへのブライオスタチンの投与はキナーゼ C伝達経路を介して記憶形成

を強化することが報告されている(Nelson et al., 1996)。 
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 Epstein et al. (2003) がウミウシの古典的条件づけ（光‐回転振動条件づけ）の研究におい

て、ITMと LTM形成の為に必要とされる新規タンパク質が条件づけ後 15分以内と 60分後

に合成される為、2段階の新規タンパク質合成が必要であると示唆しており (Epstein et al., 

2003)、これは本研究によって見出された結果とタイミングとしてとてもよく一致している。

本項では記憶形成が条件づけ 180 分後の冷却によって阻害されることを示した。このよう

に、条件づけ後のある時点が形成過程において重要であると考えられた。本研究結果は、

条件づけ後の新規タンパク質合成である一つの期間（180分後）が記憶形成において重要で

あることを支持している。 
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図と図の説明 
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Fig. 3-3-1 モノアラガイ味覚嫌悪条件づけ 1日の実験手順 

モノアラガイは実験開始から 10分間装置内の環境に慣れさせた後、1分間のショ糖(CS)に対す

る咀嚼回数を計測し、これを Pre-Testとした。その 10-15分後に組刺激(5回、10回、20回)を与

える条件づけを行った。Post-Testは冷却した後 10分後、24時間後及び、48時間後に Pre-Test

と同様にして計測した。冷却阻害方法は条件づけ直後(0分)、4分、7分、10分、15分、180分

後にモノアラガイを氷水で冷やしたビーカーの中の水に入れて行った。そして、冷却阻害の効果

は CSに対する咀嚼回数によって評価した。また、短期記憶(STM)は条件づけ後 10分、長期記憶

(LTM)は条件づけ後 24時間及び、48時間として其々Post-Testによって評価した。 
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Fig. 3-3-2 冷却による記憶阻害 

各グラフにおいて、Pre-Test (Black bar)、Post-Test 10min (White bar)、Post-Test 24h (Cross-hatched 

bar)とし、各群のショ糖（CS）に対する咀嚼回数の平均として示した。モノアラガイ(n=9)に 1

日に 20回の組刺激を与えた群(A)。1D×20群では STMは形成されたが LTMは形成されなかっ

た。また、各日の条件づけ直後の冷却により STM、LTMの双方が阻害された(n=8)(B)。1 日に

10回の組刺激を 2日間に分散させて与えた群(C)。2D×10群においても STMは形成されたがLTM

は形成されなかった。条件づけ直後の冷却により STM、LTMの双方が阻害された(n=8)(D)。 

データは平均値±標準誤差で示した。 (*p <0.05, ** p<0.01) 

 

Cold-block 
Cold-block Cold-block 
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Fig. 3-3-3 冷却による記憶阻害 2 

各グラフにおいて、Pre-Test (Black bar)、Post-Test 10min (White bar)、Post-Test 24h (Cross-hatched 

bar)とし、各群のショ糖（CS）に対する咀嚼回数の平均として示した。モノアラガイ(n=7)に 1

日に 5回の組刺激を 4日間に分散させて与えた群(A)。4D×5群では STM、LTMの双方が形成さ

れた。組刺激において CSと USを逆手順(Backward)とした場合、記憶の形成は観察されなかっ

た（n=7）（B）。また、各日の条件づけ直後の冷却により STM、LTMの双方が阻害された(n=8)(C)。

repeated measures of ANOVA検定による有意差の値は 1D-Pre及び、各日の Preと比較した。 

データは平均値±標準誤差で示した。(*p <0.05, ** p<0.01, +p<0.0001). 



59 
 

 
Fig. 3-3-4 冷却阻害を遅延させた場合の条件づけに対する効果 

各グラフにおいて、折れ線は平均値、白丸は各個体の実測値として、Pre-Test, Post-Testは日内に

示し、最初の値が Pre-Test、直後の値が Post-Test 10minとして示される。各々のグラフは条件づ

け後異なった時点で冷却したときの結果を示した。条件づけ後の冷却阻害時点(各群 n=8)は、A)

直後(0分)、B)4分、C)7分、D)10分、E)15分、F)180分後とし、条件づけは 1日に 5回の組刺

激を 4日間行う(4D×5)として、各日最後の組刺激後に設定したタイミングで冷却阻害を行った。 
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Fig. 3-3-5 冷却阻害後の再学習と Cキナーゼ活性化の効果 

各グラフにおいて、Pre-Test (Black bar)、Post-Test 10min (White bar)、Post-Test 24h (Cross-hatched 

bar)、Post-Test 48h (Hatched bar)とし、各群のショ糖（CS）に対する咀嚼回数の平均として示し

た。再学習の効果(A)。モノアラガイ(n=7)に 1日に 5回の組刺激を 4日間に分散させて条件づけ

与えると共に、各日最後の組刺激直後に冷却を行い記憶を阻害させた群(Fig. 3-3-4)を更に 1日に

5回の組刺激を 4日間与える分散学習により再学習を試みた。冷却によって記憶が阻害された群

であるが再条件づけしたことで STM、LTM、CLTMの形成が見られた。冷却阻害とブライオス

タチンの効果(B)。4D×5群において各日で条件づけ直後に冷却阻害を行い、4日目 Pre-Test前に

45分間ブライオスタチンによって処理した。これにより 4回目 Post-Test 10minで咀嚼回数が有

意に減少した。つまり STMは形成されたが、LTM、CLTMは形成されなかった。  

データは平均値±標準誤差で示した。* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, +p<0.0001. 
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第 3章 

3.4．集中学習と分散学習の生理学的意味 

3.4.1．電気刺激を無条件刺激とした 

味覚嫌悪条件づけ 
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3.4.1.1．目的 

モノアラガイにおいて、侵害刺激は唯一の防御手段である殻引き込み応答を引き起こす

刺激であり、1. 化学刺激(KClなど)(Kojima et al., 1996)、2. 接触刺激(Lukowiak et al., 2014; 

Kawai et al., 2004)、3. 振動刺激(Sakakibara et al., 2006, 1998, 2005)、4. 陰影刺激(Chono et al., 

2002; Pankey et al., 2010; Sunada et al., 2010; Stoll et al., 1972; Takigami et al., 2014a)の 4種類の

感覚刺激が知られている。モノアラガイ味覚嫌悪条件づけの無条件刺激(US)として、苦味物

質とされる KClやキニーネの投与(Sugai et al., 2007)や強力な物理的接触刺激が用いられて

いる(Kawai et al., 2004)。これらの無条件刺激は殻引き込み行動介在ニューロンである PeD11 

(Pedal Dorsal 11)に投射される(Sunada et al., 2010a, b, 2014; Inoue et al., 1996)。その興奮が運動

ニューロンを発火させ殻引き込み行動を誘発される(Ferguson et al., 1991)。味覚嫌悪条件づ

けではこのような侵害性刺激を US、モノアラガイに咀嚼行動を誘発する味覚刺激を条件刺

激(CS)として用い、条件刺激と無条件刺激を組とした組刺激を提示することで、条件刺激後

に無条件刺激が提示されるという時間関係を学習させる。例えばCSをショ糖とした場合に、

学習後にCSであるショ糖を投与しても積極的な摂食行動はしなくなるという形で行動変化

が生じ、学習・記憶が評価される(Kawai et al., 2004)。 

これまでの US刺激方法の技術的な問題点として、苦味物質の投与では投与された物質の

洗い流しが十分でなければならい点、接触刺激においては刺激強度を実験者の感覚に頼ら

なければならない点の 2 点が挙げられる。これらを改善することができれば実験者の熟練

度を問題としない、より簡便で精度の高い方法が開発可能であると考えられる。本章では

この改善策として、電気刺激を無条件刺激とした味覚嫌悪条件づけを提案する。予備実験

の結果、水中に 1000V のパルス通電を与えることでモノアラガイは殻引き込み行動を引き

起こすことから電気刺激は有効な侵害性刺激として認識されると考えられた。電気刺激の

無条件刺激としての利用は、モノアラガイが殻引き込み応答を引き起こすのに十分な刺激

強度を持ち、刺激を与えるタイミングと刺激の持続時間をより正確に、更に多様に設定で
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きる利点がある。 

陸上性カタツムリ(Halix pomatia. Halix luconm)を使用した味覚嫌悪条件づけでは、既に電

気刺激が無条件刺激として用いられている(Kiss et al., 2009; Maximova et al., 1984)。この種を

用いた味覚嫌悪条件づけでは陸上（床面）に設置した電極または接触型の電極から電気刺

激を与えている。これらの方法の欠点として二本の電極に体足部等が接触していなければ

刺激を与えることができない、または、電気刺激の前に接触刺激を与えてしまうという刺

激法固有の問題がある。本研究に用いたモノアラガイの生活圏は水中であり、水を介して

非接触の電極から刺激を与えることが可能であり、これらの問題は回避できる。 

本章では味覚嫌悪条件づけに使用されてきたモノアラガイの頭部への接触刺激に替えて

新に電気刺激が有効であるか以下の 3 点から詳しく検討した。1) 殻引き込み行動持続時

間；電気刺激によって誘発される殻引き込み行動の持続時間を計測することで適切な電気

刺激強度と組刺激間隔を決定した。2) 組刺激回数による記憶形成の変化；組刺激回数を変

えて条件づけを行うことで LTMを形成するのに必要な組刺激回数を調査した。3) 記憶保持

期間の測定；最少組刺激回数とその時に LTMを形成した場合の記憶保持期間を 4週間まで

調査した。以上 3 点を検討することで電気刺激を無条件刺激とする味覚嫌悪条件づけの特

性を評価した。 

 

3.4.1.2．方法 

3.4.1.2.1．電気刺激装置 

電気刺激装置はラケット型電撃殺虫器(FIFTY Co., Ltd.)のラケット部を取り外し、そこに 2

本のシリンジ用注射針(18G；TERUMO CORPORATION,)を電極として取り付け、電極間距

離は 2cmとした。本装置の刺激強度は出力電圧約 1000V、電流量 80µAとして 0.2秒間動物

付近の水中へ放電させることで USを提示した。また、電極はゴムチューブで被覆し先端の
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み露出させた。 

 

3.4.1.2.2．高電圧刺激によるモノアラガイの行動変化の計測 

 装置内の環境に慣れさせたモノアラガイに電気刺激を提示し、殻引き込み行動を誘発さ

せ、この殻引き込み行動の持続時間を計測した。殻引き込み行動の持続時間はモノアラガ

イへ刺激を行ってから殻引き込みにより体全体を殻に収め、その後、殻の端から眼が外部

から目視できるまでの時間、加えて、モノアラガイへの 1回目の組刺激（10秒間の CSと、

後の 0.2秒間の US）による咀嚼行動停止期間を計測した。 

 

3.4.1.2.3．味覚嫌悪条件づけ 

 味覚嫌悪条件づけ装置及び方法は第 2 章と同様とした。CS（100mM ショ糖：1ml／5s）

と US（電気刺激 1000V、80µA／0.2s）を組刺激として(Fig. 3-4-1-1B)、1分毎に組刺激を 5、

8、10、15、または 20 回を 1 日で与える条件づけを行った。また、記憶保持期間の決定は

Post-Test 10minと Post-Test 24hに加えて、72時間後(Post-Test 72h)、1週間後(Post-Test 1w)、

2週間後(Post-Test 2w)、3週間後(Post-Test 3w)、4週間後(Post-Test 4w)の時点での CSに対と

する咀嚼回数を計測した(Fig. 3-4-1-1A)。 

 条件づけは CS－USの手順で組刺激を繰り返して行う群(Forward)と、US－CSの手順とす

る逆手順群(Backward; US－CS／15回)の 2群に大別して行った。Backward群は条件づけが

刺激手順に依存することを示す対照とした(Fig. 3-4-1-1B)。 

 

3.4.1.3．結果 

3.4.1.3.1．高電圧刺激によるモノアラガイの行動変化 

 USに電気刺激を使用するに当たり最初に電気刺激によるモノアラガイの殻引き込み行動
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持続時間を計測した。モノアラガイは電気刺激によって殻引き込み行動が誘発される(Fig. 

3-4-1-2A, B)。殻引き込み持続時間として、モノアラガイへ刺激を行ってから殻引き込みに

より体全体を殻に収め、その後、殻の端から目が出てくるまでの時間を測定した。その結

果、殻引き込み持続時間は 24.3±2.93s (mean ±S.E.; n=20)であった。また、モノアラガイは

CS により咀嚼行動を誘発し、その後、US を与えることで咀嚼行動は停止することを観察

した。Naïveモノアラガイへ組刺激を 1回与えた場合の咀嚼行動停止時間は 24.6±4.08s (mean 

±S.E.; n=20)であった。 

 

3.4.1.3.2．無条件刺激を電気刺激とした味覚嫌悪条件づけ 

 電気刺激を無条件刺激とした味覚嫌悪条件づけにおいて、記憶形成に必要な組刺激回数

を調査した。モノアラガイへ与える組刺激回数は 5、8、10、15、20 回とし、Pre-Test に対

してと Post-Test 10min、24hの咀嚼回数を比較した。結果、Fig. 3-4-1-3Aに示すように各組

刺激回数の全てで STM の形成が見られ、LTM の形成は 15 回の組刺激でのみ観察された

(p<0.001)。一方、Backward群において、咀嚼回数は 10min、24h の Post-Testにおいても Pre-Test

と同等で(Fig. 3-4-1-3US-CS)、CS-USの組み合わせに学習獲得の要因があった。 

 Fig. 3-4-1-3Bにおいて組刺激数の異なる各群 Pre-Testを基準とした Post-Test咀嚼回数の推

移をプロットした。そこで観察されたのが Post-Test 24hにおける U字曲線である。5、8、

10 回の組刺激では組刺激回数の増加に伴って 24 時間後の咀嚼回数が減少傾向にあり、15

回の組刺激で LTMを形成する。しかし、20回の組刺激では 15回の組刺激と同様な LTMは

観察されない。このような U字型の曲線を示し、LTMの指標となる咀嚼回数は組刺激回数

の増加に伴って減少する単調な性質ではないことが示された。一方 STMは、組刺激回数を

増加させることでより強固に形成された。これらより、電気刺激を無条件刺激とした味覚

嫌悪条件づけにおいて、組刺激の最適数は 15回であると判断した。 
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3.4.1.3.3．記憶の保持期間 

電気刺激を無条件刺激として 15回の組刺激を行い、Post-Test 24h時に学習が成立したと

判断された個体(n=12)を対照として記憶の保持期間を引き続き 4 週間後まで観察した(Fig. 

3-4-1-4)。全ての個体で Post-Test 10min時の咀嚼回数が 0回であり STMは強固に形成されて

いた。そして、Post-Test 24hまでに記憶が保持され、Post-Test 72h時に一度記憶が忘却され

るように観察されるが、Post-Test 1wにて再固定された。その後、Post-Test 2wにて完全に忘

却されることから記憶の保持期間は 1週間程度であると考えられる。また、Pre-Testと比較

して 4週間に渡り咀嚼回数が減少している個体も存在した。 

 

3.4.1.4．考察 

ショ糖を条件刺激(CS)、新しく導入した高電圧刺激を USとした組刺激によって味覚嫌悪

条件づけが成立することが示された。Forward群においては、5、8、10、15、20回の組刺激

により STMが形成された。しかし LTMに関しては、15回の組刺激時でのみ LTMが形成さ

れたが、20回の組刺激では LTMは形成されなかった。これまでの味覚嫌悪条件づけにおい

て、CSとしてショ糖、USとして KClを使用した場合、LTMの形成には 10回の組刺激を必

要とし(Kojima et al., 1996)、USとして頭部への接触刺激を使用した場合は、LTMを形成さ

せる為に 20回の組刺激を必要とした(Kawai et al., 2004)。加えて、モノアラガイにおける光

－振動条件づけで USとして使用される機械による回転振動では 1日 30回の組刺激を 3日

間で行うことが必要とされた(Sakakibara et al., 1998)。従って、モノアラガイ条件づけにおい

て嫌悪学習の LTMを形成させるには USの選択が非常に重要な要因であると結論づけられ

る。USとして使用される嫌悪刺激において、全ての刺激に対してモノアラガイに殻引き込

み行動が共通に誘発された。しかし、LTM 形成するために必要な組刺激回数が US の種類

によって異なる。条件づけ後に LTMが形成されるかについてはモノアラガイ神経系の発達
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段階に大きく左右されるとする報告がある(McComb et al., 2005; Ono et al., 2002; Orr et al., 

2010; Yamanaka et al., 1999)。また、それぞれの USが処理される神経回路の経路が異なるこ

とが考えられるが、USとして使用される侵害性刺激は PeD11ニューロンで受容されており、

異なる侵害刺激で引き起こされる PeD11 ニューロンの膜電位変化に異なる影響を及ぼすも

のと考えられた。詳細な考察は電気生理学的に USが受容される神経回路内の神経細胞を調

べる必要があるため、今後の検討に残された。 

記憶の保持期間は記憶の強さに対する一つの指標である。モノアラガイにおける記憶の

評価基準の一つは記憶の保持期間を測定することである(Kennedy et al., 2010; Fruson et al., 

2012)。記憶の保持期間を測定することにより、より詳細な記憶の形成強度を測ることがで

きる。しかし、味覚嫌悪条件づけの長期間の測定では、本研究で示したように条件づけの

前日から絶食させることにより LTM形成後のモノアラガイには食物に対する強い欲求衝動

があるため、記憶を想起させる CSの提示によっても組刺激後 72 時間において観察された

咀嚼回数の上昇のように(Fig. 3-4-1-4)恒常的な咀嚼応答を示す傾向がある。その為、記憶の

保持期間を長期に正確に測定することは難しい。この問題に対して、CSとしてショ糖によ

り条件づけを行い、ショ糖とは全く異なる食物（キャベツなど）をエサとして常時与え、

CSとするショ糖とエサとする食物を別々に記憶させたることで 4週間に渡り咀嚼回数が減

少し続けた個体も存在したことから(Sugai et al., 2006)、このような方法をとれば記憶への干

渉を回避できる可能性がある。 

また、記憶形成の初期段階（組刺激後 30分と 2時間）において、記憶が忘却されたよう

に観察される時間があることが知られている(Marra et al., 2013)。彼らの研究では STMから

ITM、ITMから LTMへの記憶形成段階に伴う変化であると示唆している。本実験において

も記憶保持期間(Fig. 3-4-1-4)の組刺激後 72 時間において記憶が忘却されたように観察され

た。これは、STM、ITM、LTM と分類する記憶形成段階とは異なる期間で引き起こされた

記憶形成の段階的変化に伴うものであるとも考えられた。しかし、モノアラガイ味覚嫌悪
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条件づけを使用して記憶保持期間を調査した研究は存在するが(Sugai et al., 2006)、条件づけ

後 72時間で引き起こされた忘却について言及されているものは無い為、無条件刺激を電気

刺激とした味覚嫌悪条件づけに特異的に表れるものであるとも考えられた。しかしながら、

これらについての詳細な考察は条件づけ 72時間後で電気生理学的検討が必要となるだろう。 

5、8、10、20回の組刺激では LTMは形成されず、STMの形成に留まった。5、8、10回

の組刺激では動物は大きなストレスは感じないが、20 回の組刺激では過剰なストレスとな

ると仮定した場合に、ヤーキス・ドッドソンの法則にある U 字曲線が適用されると考えら

れる(Calabrese et al., 2008; Yerkes, Dodson et al., 1908; Ito et al., 2015)。即ち、学習には最適な

ストレスレベルが存在し、最適レベルを上回るストレスを動物が感じる学習を行った場合

に、学習の効率が低下するというものである。モノアラガイのオペラント条件づけにおい

ては、過剰なストレスを与える実験方法（KClなどの長時間投与）により記憶形成が抑制さ

れることが示されている(Dalesman et al., 2011; Lukowiak et al., 2010; Martens et al., 2007)。従

って、1000V、80µAの電気刺激を用いた条件づけでは 20回の組刺激がモノアラガイに過剰

なストレスを与えた可能性が高い。 

 陸棲カタツムリ(Halix pomatia、Halix luconm)の味覚嫌悪条件づけにおいては既に電気刺激

が無条件刺激として用いられている(Kiss et al., 2009; Maximova et al., 1984)。これらの種を用

いた味覚嫌悪条件づけでは陸上に設置した電極または、接触型の電極から電気刺激を与え

る。これらの欠点として二本の電極に体表部が接触しなければ刺激を与えることができな

いことが挙げられる。また、電極の接触が電気刺激前に機械的刺激を与えることも考慮し

なくてはならない。本研究に用いたモノアラガイの生活圏は水中であり、非接触型電極に

より刺激を与えることが可能である。また、味覚嫌悪条件づけにおいて学習を成立させる

為には一定以上の刺激強度が必要である。電気刺激を USとした場合には刺激強度は調節可

能で、完全な殻引き込みが誘発されない程度の強度で与えることも可能と考えられ、これ

は味覚嗜好条件づけにも利用できる可能性が高い。味覚嗜好条件づけでは条件刺激として、
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動物の行動に影響を及ぼさない中性刺激が使用される(Marra et al., 2013)。電気刺激を動物の

行動に影響を及ぼさないレベルの低強度刺激とすることで味覚嗜好条件づけの条件刺激と

して使用できる可能性が高い。これらはいずれも電気刺激を使用した条件づけをモノアラ

ガイで行う上での利点として挙げられる。 

モノアラガイは警戒度が高い場合には、特に刺激を受けなくても触覚まで頭を殻に引き込

み、微細な刺激（影や振動）でも体全体を殻に収める(Sunada et al., 2012)。こうなると頭部

への接触刺激を与えることは不可能となり、接触による USの提示ができない。非接触型電

極を通しての電気刺激であればモノアラガイの状態に関わらず US の提示が可能であるた

めに、動物がそれまでの恐怖体験に依存して警戒度が高い場合においてもあらかじめ定め

た強度の刺激を与えることが可能で、組刺激を実験計画通りに提示することができる。ま

た、接触刺激を使用した味覚嫌悪条件づけでは常にモノアラガイが装置内を常に動くため

に刺激を与える部位を一定に保つためには、刺激棒の位置を常に変化させなくてはならな

い。この変化に対応して、実験者が USを制御する必要があり、それには実験者の経験が要

求された。しかし、非接触型電極を使用した電気刺激による USが可能となったことで、動

物の動きへ対応する必要性がほぼ無くなることも実験実施の上では大きな利点となる。 

最後にまとめると、電気刺激を USとしても、これまで報告のあるモノアラガイ味覚嫌悪

条件づけ(Kawai et al., 2004)と同様の条件づけが可能で、常に殻引き込みを誘発する一定以上

の刺激強度で条件づけが可能となった。加えて、USを人間の手を介することなく、刺激時

間も任意に設定することが可能となった。位置固定した電極による電気的侵害刺激の導入

によりモノアラガイの味覚嫌悪条件づけの作業を、自動化することを視野に入れることが

できるようになった。 
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図と図の説明 
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Fig. 3-4-1-1 実験方法 

実験パラダイム (A)、実験開始からモノアラガイを 10分間静置し、Pre Testとして 1分間のショ

糖に対する咀嚼回数を記録した。その後、10分間静置した後に条件づけを行った。条件づけ後、

Post-Test として 10min、24h、72h、1wに Pre-Test 同様にして咀嚼回数を記録した。刺激の時間

関係(B)、Forward群では 1分間隔で 5秒間のショ糖提示後に 1000V、80µA、0.2秒の電気刺激印

加を行った。Backward群においては 1分間隔で 0.2秒の電気刺激印加後、5秒間のショ糖を提示

する組刺激を 15回行った。 
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Fig. 3-4-1-2 電気刺激印加によるモノアラガイの殻引き込み応答 

モノアラガイは水中への電気刺激印加により殻引き込み応答を示す。図において 2本の黒い棒状

のものが電極であり、電極は常に体表付近において刺激を印加した。刺激強度は出力電圧約

1000V、出力電流量 80µAとした。刺激前(A)。刺激後(B)。 
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Fig. 3-4-1-3 電気刺激を USとした異なる組刺激回数における条件づけ 

条件づけにおいて組刺激回数を 5、8、10、15、20回として Pre-Test、Post-Test 10min、Post-Test 24h

のショ糖に対する咀嚼回数を比較した(A)。全ての条件において STM形成が見られたが、LTM

の形成は 15回の組刺激でのみ観察された。15 US-CSは Backward群(n=12)を示す。US－CSを組

刺激とした Backward群においては、STM、LTMの双方の形成が観察されなかった。組刺激回数

と記憶形成（咀嚼回数）の関係(B)。Bにおいて、縦軸は咀嚼回数の Pre-Testを基準とした相対

率(%)とし、横軸は組刺激回数を示した。STMと LTMの双方の成立が見られたのは 15回の組刺

激でのみであった。 (NS: not significant, ***p < 0.001; +p < 0.0001 ) 
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Fig. 3-4-1-4 味覚嫌悪条件づけにおけるモノアラガイ咀嚼回数の経時変化 

グラフにおいて、黒丸は時間内における平均を示し、白丸は各個体値を示す。折れ線については

平均値を繋げたものである。15回の組刺激によって Post-Test 24hにおいて学習を獲得した個体

(n=12)の記憶保持期間を 4週間まで(Post-Test 10min, 24h, 72h 1w, 2w, 3w, 4w)の咀嚼回数によって

記録した。Post-Test 10min, 24h, 1wにおいて Pre-Testと比べて咀嚼回数が有意に減少ことから記

憶は 1w保持されたと判断される。 (NS: not significant, *p < 0.005, +p < 0.0001) 
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第 3章 

3.4．集中学習と分散学習の生理学的意味 

3.4.2．集中学習と分散学習 
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3.4.2.1．目的 

 本項において、咀嚼行動の停止と共に殻引き込み応答を引き起こす無条件刺激(US)として

一般的な接触刺激や化学刺激(KClなど)に替えて高電圧刺激を使用した。本実験では条件づ

け後 3時間の時点において第 3章 3.3で示した冷却を用いた記憶の忘却方法ではなく、分散

学習のタイミングによる記憶の強化を行うことで、条件づけ後 3 時間という時点が忘却だ

けでなく記憶強化にとっても感受性期として重要な時点となっているか調べることを目的

にした。具体的には以下 3点について調査した。最初に第 3章 3.3で示した 1日 5回の組刺

激を 4 日間で行う条件づけを行った。電気刺激を無条件刺激とする味覚嫌悪条件づけにお

いて、より少ない合計 8 回の組刺激回数とした場合に 3 時間の時間間隔を空けた分散学習

とする実験条件により学習の効率性を上げることに繋がるか調べた。加えて、分散学習よ

る記憶形成の強化により第 3章 3.4.1において STMは形成するが LTMが形成されなかった

20回の組刺激でも分散学習によって LTMを形成させることができるか調べた。第 2に第 3

章 3.3.1で LTMが唯一形成された 15回の組刺激において、分散学習の適用によって形成さ

れる LTMがより強固となるかについても調べた。第 3に条件づけが成立しない 8回の組刺

激であっても分散学習によって条件づけが成立し LTMが形成されるか、また、形成される

LTM とブライオスタチンによって強化された記憶の比較を行った。この時、組刺激を 2 セ

ットに分散させる場合の間隔を 1 時間と 3 時間として特に注意して実験を行った。これら

結果より、これまでの研究で明らかとなっているモノアラガイ記憶形成の過程に関する新

たな知見として、条件づけ 3 時間後が記憶形成に重要な時点であることを示唆した

(Takahashi et al., 2013; Takigami et al., 2014c)。 
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3.4.2.2．方法 

3.4.2.2.1．集中学習と分散学習 

 ショ糖による CS (5s)と電気刺激による US (1000V- 0.2s)を組刺激として、1分間隔でモノ

アラガイに複数回与える条件づけを集中学習(Massed training)とした(Fig. 3-4-2-1A)。分散学

習(Spaced training)は、合計 8回、15回、20回とした組刺激を 2つのセットに分けて条件づ

けを行った。分散した第 1セットと第 2セットの間隔は 1時間及び、3時間とした。合計 8

回の組刺激とした分散学習では、第 1 セットとして 5 回の組刺激を行い、第 2 セットとし

て 3回の組刺激を行った。合計 15回の組刺激とした分散学習では第 1セットを 10回の組

刺激、第 2セットを 5回の組刺激とした。合計 20回の組刺激においては、第 1セットを 10

回の組刺激、第 2セットを 10回の組刺激、空ける時間間隔は 1、3時間に加えて 1日間を

追加すると共に、1日に合計 5回の組刺激を 4日間与える分散学習も行った(Fig. 3-4-2-1B)。 

 

3.4.2.2.2．ブライオスタチンの処理 

 C キナーゼ活性化剤のブライオスタチンの処理方法についてはこれまでの章(3.2、3.3)で

記述したものと同様とした。本研究におけるブライオスタチン濃度(0.1ng/ml)はウミウシ 

(Alkon et al ,2005; Kuzirian et al.,2006)とモノアラガイ(Rosenegger et al., 2008)に効果的である

と知られているブライオスタチンの最高濃度の 5分の 1であることは特記する必要がある。

モノアラガイはストック溶液を 10 ml (0.1ng/ml)となるように飼育水で希釈した溶液内に 40

分間入れることで Cキナーゼを活性化させ、その後置水と入れ替えた。これらの処理を「ブ

ライオスタチン処理」とした。ブライオスタチン処理は合計 8 回の分散学習の第 1 セット

直後に行った。 
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3.4.2.3．結果 

3.4.2.3.1．合計 20回の組刺激を 4日間で行う分散学習 

 第 3章 3.3で USとして接触刺激を使用した味覚嫌悪条件づけにおいて、LTMを形成させ

るのに必要な実験条件として合計 20回の組刺激を 1日 5回として 4日間に分散させて行う

必要があった。US を電気刺激とした場合であっても同様の分散学習によって LTM を形成

させることができるか調べた。この実験条件においてのモノアラガイの日ごとの咀嚼回数

の変化を Fig. 3-4-2-2A示した。1日目の 10分後 Post-Testで観察されるように 5回の組刺激

によりモノアラガイの咀嚼行動は Pre-Testと比較して大きく抑制された(p<0.0001)。従って、

本実験条件において、モノアラガイは STM を形成したと判断された。しかし、CS により

誘発される咀嚼行動の抑制は条件づけ期間中に日を跨って持続しないことが観察され、20

回の組刺激後の 24時間テスト(Post-Test 96h)においても Pre-Testとの間で統計学的には有意

な差は検出できなかった。 

 1日間で合計 20回の組刺激与える集中学習及び、合計 20回の組刺激を各日 10回として

2日間で行う分散学習とした実験条件においても STMは形成されるが LTMは形成されない

(Fig. 3-4-2-2B－Massed, Spaced 1D)。しかし、分散学習において、第 1セットと第 2セット

の間に 1時間及び、3時間空けた実験条件においては STM、LTMの形成が観察された(Fig. 

3-4-2B－Spaced 1h, Spaced 3h)。 

 

3.4.2.3.2．集中学習と分散学習による記憶形成 

 集中学習手順において、15回の組刺激が STM、LTMを形成させるのに最適であることを

第 3章 3.4.1で示した。各日に少数回の組刺激を行う分散学習によって、より強固な LTMを

形成するか調べた(Fig. 3-4-3)。Post-Test 24h の CS に対する咀嚼行動は集中学習手順(Fig. 

3-4-3－Massed)による咀嚼回数より、分散学習手順(Fig. 3-4-2-3‐Spaced 1h, 3h)による場合に
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大きな抑制を示した。このような実験事実は合計 15回の組刺激として組刺激回数は同じで

あるが、セットの間に動物への休息時間を置くことで集中学習群(Massed)では 24 時間後テ

ストの結果が 12.9±1.2回、セット間隔に 1時間空けた分散学習では 12.3±1.3回となったが、

セット間隔を 3時間空けた分散学習では 7.6±1.2 回となり LTMをより強固に形成させるこ

とが示された。しかし、本実験条件の集中学習手順及び分散学習手順で、STM 形成の程度

は同じであった。 

 分散学習手順により強固な LTMを形成することを示したが、更に少ない組刺激回数によ

っても LTMを形成させることが可能であるか調べた。分散学習手順における第 1セットの

組刺激回数を 5回、第 2セットを 3回として、合計 8回の組刺激をモノアラガイに与えた

結果を Fig. 3-4-2-4に示した。集中学習手順(Fig. 3-4-4－Control Ms)及び、セット間隔 1時間

とした分散学習(Fig. 3-4-2-4－Control Sp-1h)においては STMの形成が観察されるが、LTMは

観察できなかったが、セット間隔を 3時間とした分散学習(Fig. 3-4-2-4－Control Sp-3h)にお

いては LTMが観察された。 

 

3.4.2.3.3．Cキナーゼ活性化による記憶形成の強化 

 分散学習手順へのブライオスタチン処理の適用は LTM を大幅に強化した(Fig. 3-4-2-4－

Bryo Pre, Bryo Mid) 。図ではセット間隔 1時間の分散学習手順において、モノアラガイを第

1セット前にブライオスタチン処理した群を Bryo Pre、第 1セット後にブライオスタチン処

理した群を Bryo Midとして示した。Bryo Pre群より Bryo Mid群でより強固に LTMは形成

された (Bryo pre: p < 0.01; Bryo Mid: p < 0.001)。一方、条件づけ前にブライオスタチン処理

した Backward群 (Back Bryo)においては STM及び、LTMは形成されなかった。また、セッ

ト間隔 3時間とした分散学習(Fig. 3-4-2-4－Control Sp-3h)においては LTMが形成された。加

えて、分散学習(Fig. 3-4-2-4－Control Sp-1h)を手順の基準としてブライオスタチン処理した 2

群(Fig. 3-4-2-4－Bryo Pre, Bryo Mid)においても LTMの形成が観察された。 
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3.4.2.4．考察 

 分散学習手順は集中学習における LTM の形成より、さらに強固な LTM を形成させるこ

とが明らかとなった。また、合計 8 回の分散学習手順における結果は、セット間隔 3 時間

の分散学習とブライオスタチン処理により同程度の LTMが形成され、加えて、ブライオス

タチン処理を条件づけ前に行うか、条件づけの間に行うかについてのタイミングは LTM形

成程度に影響しないことが実験結果から推察された。 

 味覚嫌悪条件づけを行ったモノアラガイの STM から LTM への記憶形成は集中学習と比

べて、セット間に時間間隔を 3時間空けた分散学習により、一層強固な LTMが形成された。

条件づけ後 3時間は記憶形成にとって重要な感受性期であることを本論文の第 3章 3.3で示

唆した。セット間隔に 3 時間空けた分散学習がより強固な LTM を形成したことは ITM や

LTM のような記憶の形成過程中に再度組刺激を行うことでより強固に記憶が形成されるこ

とを示すと考えられる。このように、条件づけ途中にセット間隔を空けることは記憶を形

成する上で、集中学習手順より効果的であることが示された。また、USを高電圧刺激とし

た場合であってもブライオスタチン処理が LTM 形成の過程を強化することが観察された。

さらに、STM を形成する 5回の組刺激回数で STMを形成させた後、十分に Cキナーゼが

活性化することで STMから LTMへの移行が進み、そのうえより強固な LTMが形成される

ことを観察した。以上より、USを電気刺激としても、ブライオスタチン処理の効果は、第

3章 3.1で示した接触刺激を用いた結果と一致した。ブライオスタチン処理による記憶を強

化する効果は、無脊椎動物の代表的なシステムであるウミウシ(Alkon et al., 2005; Kuzirian et 

al., 2006)やモノアラガイ(Rosenegger et al., 2008)でのみに観察されるだけでなく、ラットの水

迷路試験においても観察されている(Sun et al., 2008)。ブライオスタチンの活性化は神経細胞

の樹状突起において棘状突起の数を増加させることでラットの海馬錐体細胞の形態変化を

誘導することが示唆されており(Hongpaisan et al., 2007)、また、Cキナーゼの活性化は学習

による記憶形成の上で不可欠な要因であり、人間におけるアルツハイマー性の痴呆にも有
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用に作用することが報告されている(Sun et al., 2005)。哺乳類の脳において Cキナーゼアイ

ソフォーム（Cキナーゼ）の活性化がアミロイド βタンパク質の産生と蓄積を制御し、低下

した信号伝達経路を修復する役割を持つことは、記憶容量の強化、シナプス形成の修復、

シナプスの再構築によってアルツハイマー病の薬理学的な治療効果が期待できるとされて

いる(Etcheberrigaray et al., 2004; Sun et al., 2009 )。 

 第 3章 3.2において、冷却阻害の実験より組刺激後 3時間に LTMの形成を変更できる重

要な期間があることを示した。この期間とよく似た記憶形成の時点がウミウシにも存在す

ることが見出されている(Epstein et al., 2003)。本項の研究では集中学習手順(Fig. 3-4-4－

Control Ms)において LTMが観察されなかった。しかし、セット間を 3時間とした分散学習

手順適用することで STM及び LTMの形成は強化された(Fig. 3-4-4－Control Sp-3h)。これら

の結果はウミウシの古典的条件づけを研究した Epstein et al. (2003)の結果と一致する。つま

り、複数回の組刺激を第 1 セットと第 2 セットに分散して提示し、セット間隔 3 時間の休

止期間は、通常用いられる学習を 1 日毎に分散させて行う分散学習と類似の記憶形成が生

じたということである。従って、条件づけ後 3 時間が記憶の忘却にも強化にも重要な時期

であると考えられた。 

 本実験においても分散学習及び、ブライオスタチン処理で同レベルの LTMが形成される

ことを見出した。これら結果は組刺激提示を中断した 3時間の間に LTM形成に必要となる

遺伝子活性が Cキナーゼによるリン酸化を通して行われ新規の mRNA産生が行われたと解

釈できる。従って、本項実験にて得た結果は、長期にわたる LTMの形成には、記憶の固定

化プロセスが C キナーゼによって起動されるタンパク質合成の関与を可能にするために第

1セット組刺激提示後の 3時間の休息期間の後に第 2セットの組刺激が必要であると考える

ことで解釈可能であろう。 

 STMからLTMへと移行する記憶の形成過程における分子メカニズムの全容は現在でも不

明な点が多い。本研究結果は記憶の固定化の際に生じる分子活性の一つを解決する手がか
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りと成り得ると考える。加えて、これら手がかりを元に条件づけ 3 時間後で変化する分子

プロセスを分子生物学的手法である Differential Display法などによって記憶形成が変化する

過程（条件づけ 180分後）で働くタンパク質を同定していく必要がある。 
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図と図の説明 
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Fig. 3-4-2-1 実験パラダイム 

集中学習の実験パラダイム(A)。実験開始からモノアラガイを 10-15分間静置し、Pre-Testとして

CSを提示し、1分間の CSに対する咀嚼回数を記録した。その後、10-15分間静置した後に条件

づけを行った。条件づけは CS (100mMショ糖(1ml/5s))、US (電気刺激, 1000V, 0.2s)を 1組とした

組刺激を 1分間毎に複数回(5、8、10、15、20回)与えた。条件づけ後、Post-Test として 10min、

24h に Pre-Test 同様の方法で咀嚼回数を記録した。合計 20 回の組刺激を日を跨いで分散させた

場合には 1日の組刺激(5、10回)後に 24時間空けて再度組刺激を与え、合計で 20回組刺激を与

えた後に Post-Testとして 10分後、24時間後に咀嚼回数を記録した。分散学習の実験パラダイム

(B)、実験方法は(A)と同一であるが異なる点は 5／10回の組刺激後 1時間または、3時間空けた

後、3／5／10回の組刺激を与え、組刺激の合計が 8回、15回または 20回となるようにしたこと

である。 
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Fig. 3-4-2-2 20回の組刺激による分散学習と集中学習 

合計 20回の組刺激による条件づけのモノアラガイ咀嚼回数の変化。1日 5回の組刺激を 4日日

間に分散させて行った結果(A)。各日毎に STMが形成されたが実験開始から 5日後に測定された

Post-Test 24hにおいて LTMの形成は観察されなかった。合計 20回の組刺激を 10回毎に異なる

時間で分散させて条件づけを行った結果(B)。Bにおいて空けた時間はMassed-集中学習手順つま

り空き時間 0、Spaced 1D-1日、Spaced 1h-1時間、Spaced 3h-3時間とした。右側に示した Spaced 

4Dは Aでの Day1-Pre-Test、Day 4-Post-Test及び Day 5-Post-Test 24hを抜き出したものである。 

 (NS: not significant, *p < 0.05; **p < 0.01;***p < 0.001; +p < 0.0001 ) 
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Fig. 3-4-2-3 分散学習による記憶形成の強化 

合計15回の組刺激を分散学習とした記憶形成の比較。分散学習は 10回の組刺激後、時間を空け、

その後 5回の組刺激を行った。1時間空けた群を Spaced-1h、3時間空けた群を Spaced-3h、とし

て集中学習を行った群をMassedとして示した。集中学習とした群においても STM、LTMの形

成が観察されるが、咀嚼回数の抑制の程度は分散学習を行った 2群の方が大きい。また、分散学

習においても、Spaced-1h群より Spaced-3h群が大きく抑制された。 ( **p < 0.01; +p < 0.0001 ) 
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Fig. 3-4-2-4 分散学習とブライオスタチンによる記憶形成の強化 

合計 8回の組刺激を分散学習とした群とブライオスタチン処理を行った群の比較。分散学習は 5

回の組刺激後、時間を空け、その後 3回の組刺激を行った。1時間空けた群を Sp-1h、3時間空

けた群を Sp-3h、として集中学習を行った群をMsとして示した。ブライオスタチン処理後、組

刺激の逆手順(US-CSとした手順：Backward)を行った群(Back Bryo)においては STM、LTMのい

ずれも形成されなかった。Sp-1h群と同様の方法にて条件づけを行い、条件づけ前にブライオス

タチン処理を行った群を Bryo Pre、分散学習中の空けた時間にブライオスタチン処理を行った群

を Bryo Midとして示した。 (*p < 0.05; **p < 0.01;***p < 0.001; +p < 0.0001 ) 
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3.5．第 3章まとめ 
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 記憶形成のプロセスについて以下のことが検討された。 

 第 1 に Cキナーゼの活性化のタイミングによる記憶形成を評価した。Cキナーゼをブラ

イオスタチンにより活性化させるタイミングは条件づけ前から組刺激中、組刺激後までの

時間経過に依存しないことが結果から導きだされた。加えて、ブライオスタチンによる C

キナーゼ活性化後に Cキナーゼ不活性化剤である Ro-32によって処理することで LTMが形

成されなくなった。しかし、Ro-32処理後、ブライオスタチンによって Cキナーゼを活性化

させることで記憶形成は LTMが形成された。従って、記憶形成初期の Cキナーゼの活性化

が STMから LTM形成へ移行する重要な要素であると考えられた。 

 第 2 に冷却阻害を実施するタイミングによる記憶形成への効果を評価した。冷却による

記憶忘却は条件づけ直後（0、4、7 分）と 180 分後に冷却することで記憶形成が阻害され、

STM、LTMの双方が形成されなかった。しかし、条件づけ後 10、15分では冷却による記憶

形成への影響を確認することができなかった。これら結果は条件づけ後の、STM、ITM、LTM

の記憶形成プロセスがモノアラガイ体内の生化学的変化の経過時間に反映され、条件づけ

後 0～7分で STMが形成し、条件づけ 180分後に ITMが形成すると考えられた。また、STM

形成後または、ITM 形成後の僅かな時間に冷却による記憶忘却が観察されないことから、

STMの形成後の ITM形成までの時間で冷却による記憶形成プロセスの停止又は遅延は記憶

形成にとって意味を成さないのかもしれない。 

第 3に STMと LTMを獲得するに要する最少の組刺激提示回数を機械的接触刺激(US1)と

電気刺激(US2)を比較して US2の有効性を示した。1日のトレーニングの場合の必要とされ

る組刺激回数は CS-US1場合には 20回の組刺激回数を要するのに対して、CS-US2の場合で

は 15 回の組刺激回数で十分であった。さらに、CS-US2 の場合には組刺激提示途中で 3 時

間中断する分散学習によって、8 回の組刺激で LTMの形成を観察した。これら知見をまと

めると、LTM を形成するために必要な感受性期は、遺伝子発現の変化に対応させることが

できると考えられるが、その時間が今回の実験結果から約 3 時間後であることが示唆され
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た。この LTM形成に必要な条件づけ後 3時間の時点は、記憶の冷却阻害によって推定され

た時点と一致した。本研究による記憶の冷却阻害の結果では条件づけ直後及び、条件づけ

後 3時間が LTM形成に重要な時点であることを見出した。記憶形成の作業仮説に対応する

これら時点において、LTMの形成過程に必要な事象は STMから ITMの形成では Cキナー

ゼの活性化が必要とされ、また、僅かな Cキナーゼの活性化であっても ITMの形成過程に

おいて再度 Cキナーゼの活性化即ち、分散した組刺激を ITMの形成過程に行うことで記憶

形成を促進する。 
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第 4章 
味覚嫌悪条件づけ自動化装置開発の試み 

-自動学習装置の試作とその実用度の検証- 
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4.1．諸言 

第 3章ではUSとして電気刺激を導入することによって味覚嫌悪条件づけ手順の自動化が

可能であることを指摘した。本章では味覚嫌悪条件づけの自動化装置を実際に試作し、そ

の性能を評価した。 

 本装置は研究及び、教育用支援機器としての使用を想定した装置として製作した。モノ

アラガイの味覚嫌悪条件づけの研究手法には大きく行動学的、電気生理学的、分子生物学

的研究の 3 種類に分類される。これら全ての基盤となる行動学的研究には大量の実験動物

個体が必要とされ、加えて、電気生理学的研究及び分子生物学的研究に移行するまでには

更に多くの個体が必要となる。動物を条件づけするために必要な時間もかなりの長時間を

必要とする。行動学的実験の一部を機械的装置に委ねることで電気生理学的研究及び分子

生物学的研究への移行が円滑にできると考えられる。また、味覚嫌悪条件づけを機械に委

ねることで実験者毎の熟練度の相違を排除し、常に一定の実験結果を得ることが期待でき

る。 

 ヨーロッパモノアラガイなどの無脊椎動物は高校生物、中学理科の「動物の行動、神経

系」の授業をするための教材として検討されている(Kanazawa et al., 2008, 2010)。これら教

育における教材の一部としても本装置の提案を念頭に置いている。 

  

4.2．システム構築 

4.2.1．電気回路 

本装置は電気刺激制御装置からの制御信号（TTL 信号）を装置駆動に要するスイッチン

グ信号とするために、トランジスタ(NEC Corporation; 2SC3694)回路を介して水中ポンプ及

び電流刺激のスイッチングを制御するものとした。3つのチャンネルの信号を並列かつ、独

立制御可能な電気刺激装置(Dia Medical System Co., Ltd.: DPS-1300D)から発生させ、1つのチ
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ャンネルの信号を電気刺激制御、2つのチャンネルの信号をショ糖提示用に使用した。ショ

糖提示は条件づけ時と記憶テスト時に異なるプロトコルで動作させる為に 2つ必要となる。

ショ糖提示に必要なそれぞれの 2 つのチャンネルの信号から 1 つの水中ポンプを駆動させ

る回路を設計した。ショ糖提示（2つのチャンネルの信号）と電気刺激（1つのチャンネル

の信号）を制御する 3信号 2回路を基本とする電気回路を構築した(Fig. 4-1)。更に、3つの

信号の出力状態を Web カメラによって捉えるため、信号それぞれの出力を可視化するため

の LEDを 1信号 1色とし、赤色（Memory-Test時ショ糖提示）、青色（訓練時ショ糖提示）、

緑色（電気刺激）として、信号入力と同時に点灯するように設計した。また、電流刺激は

9V 積層乾電池を利用した。刺激出力は回路への高抵抗(1MΩ と 9MΩ)の抵抗を挟み、1MΩ

の抵抗両端の電圧を計測して算出した結果、電流値は 0.4µAであった。 

 

4.2.2．装置設計と作製 

装置台はメッシュネット(CAINZ Co., Ltd.)4枚を結束バンド(CAINZ Co., Ltd.)で組み合わ

せ、幅：90cm、奥：30cm、高：50cmの台とした。その上に縦方向に 2cm × 10cmの範囲を

切除した 50ml遠沈管(Corning Incorporated)を結束バンドで台に固定し、モノアラガイ格納用

チャンバーとした(Fig. 4-2A)。水流路は 6mm (内径 4mm)アクリル管と 6mm (内径 4mm)及び

9mm (内径 7mm)、12mm (内径 9mm)のシリコンチューブで家庭用バスポンプ(CAINZ Co., 

Ltd.)に繋ぎ家庭用バスポンプ駆動時には常時置き水が 200ml／min で流入するようにした。

この家庭用バスポンプは上記電気回路に含まれない独立駆動であり装置使用中は常に潅流

される状態にした。モノアラガイ格納用チャンバーからの水流出はオーバーフロウ方式で

水が排水される仕様とした(Fig. 4-2B)。このチャンバーを 10台並列に連結し、最大で 10匹

のモノアラガイを同時に条件づけることが可能となった(Fig. 4-2)。加えて、電流刺激用電極

(タングステン製：φ0.5mm)は電極間距離 2cm としてモノアラガイを挟むようにチャンバー

内に配置した(Fig.4-3A)。モノアラガイはピアノ線と電子部品用金具(中継コネクタ)によって
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自作したクリップにより殻を固定することで一定の位置に留めた(Fig. 4-3 B) 

 ショ糖の流路は水流入経路の 6mmシリコンチューブに三又分岐を設置し、更にそこに逆

流防止弁を挟んで繋いだ(Fig. 4-4A)。Fig. 4-4Bのようにサイフォンの原理と逆流防止弁を利

用した仕組みにより、ショ糖用水中ポンプ駆動時のみショ糖が流入し、非駆動時には水が

潅流され続ける仕様とした。 

 

4.3．方法 

4.3.1．自動装置を使用した味覚嫌悪条件づけ 

 実験は 24時間絶食したモノアラガイを使用した。最初にモノアラガイの殻をクリップで

固定した状態で容器内に 10分間保持し、モノアラガイを装置の環境に慣れさせた。装置に

順応後、Pre-Testとして 100mMのショ糖 10mlを 10秒間かけてを水流入経路に繋いだ 10ml

シリンジ(TERUMO CORPORATION,)によって与え、CSに対する咀嚼行動を 1分間目視で計

測した（咀嚼回数：bites/min）。Pre-Testの後に 10-15分間静置して、モノアラガイに対して

条件づけを行った。条件づけ時のCSは 100mMのショ糖として 10mlを 10秒かけて与えた。

US（電気刺激 9V、0.4µA）の持続時間は 0.2sとした。これらを組刺激として、前章で示し

た組刺激回数の 15回を中心にした 1分間隔の組刺激を 5、10、15、20、50回与える条件づ

けを行った。また、組刺激間隔の提示延長効果を調べるため、組刺激回数を 5 回として、

組刺激間隔を 5min、10min、15minと各々あけて条件づけを行った。加えて、1回の組刺激

による条件づけの効果を調べるため、電気刺激時間を 0.2s、2s、5sと変化させて条件づけを

行った。 

条件づけ後テスト(Post-Test)は Pre-Testと同様に CSを与え、咀嚼回数を目視により 1分間

計測し記憶を評価した。記憶の評価はこれまでの方法と同じく、STMとして10分後(Post-Test 

10min)、LTM として 24 時間後(Post-Test 24h)と定義した。記憶形成の可否は、Pre-Test と
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Post-Testに対する咀嚼回数の統計的な比較によって行った。 

 条件づけは CS－US の手順で組刺激を繰り返して行う群(Forward 群)と、US－CS の手順

とする逆手順群(Backward群; US－CS／1、15回)の 2群に大別して行った。Backward群は

条件づけが刺激手順に依存することを示すための対照群とした。 

 

4.3.2．外套膜表皮への電気刺激による LPeD11の応答 

モノアラガイ生理的食塩水(51.3mM NaCl；1.7mM KCl；4.1mM CaCl2；1.5mM MgCl2；5.0mM 

HEPES-NaOH pH7.9~8.1)中でピンセットとスプリングシザーズを使用して外套膜と中枢神

経節の神経接続を保ち、他の部分を切除したセミインタクト標本を作製し、電気生理実験

用の標本とした。その中枢神経節中の殻引き込み行動の介在神経細胞である LPeD11ニュー

ロン(Left Pedal Dosal 11 neuron)に対し 3M-KCl を充填した細胞内記録用ガラス微小電極

(50~70MΩ)を細胞内に刺入することで神経活動を観察した。得られた神経活動は細胞内記録

用増幅器(Axon Instruments; AxonClamp2B)から DIGIDATA (Axon Instruments; DIGIDATA 

1322A)に誘導し、その出力をコンピュータ(DELL)内の AxoScope7 (Axon Instruments)で表示

し、コンピュータに記録した。外套膜への電気刺激は、電気刺激制御装置(Dia Medical System 

Co., Ltd.: DPS-1300D)からアイソレータ(Dia Medical System Co., Ltd.: DSP-133B)に接続し、刺

激時間は電気刺激制御装置、刺激強度はアイソレータによって制御することで与えた。外

套膜への電気刺激に際しては中枢神経節及び神経束の周りをワセリン(Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.)で囲い絶縁した。刺激電極（タングステン線）は外套膜に接触しないように

配置し、電極間距離 5mmとした。 
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4.4．結果 

4.4.1．9V、0.4µA電気刺激の効果 

 1000V電気刺激と同様に 9V電気刺激においてもモノアラガイが自動化装置に固定された

状態で電気刺激時に殻引き込み行動を引き起こしてから、殻引き込みから回復する時間を

調べた。実験方法は第 3章 3.4.1と同様にして行った。その結果、電気刺激の持続時間が 0.2

秒間の場合には 37.9±7.4s (mean±S.E.; n=10)、2秒間では 54.8±9.6s (mean±S.E.; n=10)、5秒間

では 84.7±20.3s (mean±S.E.; n=10)の経過時間の後に殻引き込みから回復した。 

 

4.4.2．自動装置の動作 

 本装置の動作を確認するためにショ糖の代わりに青色色素である 0.005%メチレンブルー

水溶液(JAPAN PET DESIGN Co., Ltd.)を CS提示の間にチャンバー内に流した。また、電気

刺激を行うとモノアラガイは殻へ引込むのが観察された(Fig. 4-5)。電気回路の設計通りに青

色 LED発光（CS提示タイミングを示す）と同時に青色色素のチャンバー内への流入が認め

られた(Fig. 4-5B)。10秒間の青色色素の流入後、青色 LEDの消灯の約 5秒後に、青色色素

は完全に排出された。また、緑色 LED（US提示タイミングを示す）の発光と同時にモノア

ラガイの殻引き込み行動が観察され、電気刺激も設計通り動作することを確認した(Fig. 

4-5C)。 

 

4.4.3．味覚嫌悪条件づけ自動化装置の性能評価 

4.4.3.1．STM／LTMの形成 

 9V電気刺激を US とする味覚嫌悪条件づけにおいて、電気刺激時間を 0.2 秒に固定した

場合、組刺激回数を 1、5、10、15、20、50回とすると、STMは組刺激回数 5～50回の範囲
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で形成され、LTMは 5～20回の範囲で形成された(Fig. 4-6A)。そのうち 15回の組刺激時で

は Pre-Test と Post-Test 24h を比較すると強固な LTM を観察したが(p<0.0001)、Pre-Test と

Poste-Test 10minを比較した STMは 5～20回で統計的に強固になったが (p<0.0001)、これら

の群間に STM 形成の有意水準に差はなかった。逆手順によって 15 回の組刺激を行った群

では STM及び、LTMの形成が観察されなかった(Fig. 4-6A CS-US)。なお、これら全ての実

験は実験者の実働時間 1日未満で完了された。 

  

4.4.3.2．組刺激間隔の延長による効果 

本装置による LTM形成のための最少組刺激回数は 5回であった(Fig. 4-6A)。最少組刺激

回数において組刺激間隔（組刺激を与えた後、次の組刺激を与えるまでの時間）を変更さ

せたことによる記憶形成変化を調べたところ、全ての群で STM形成に関わる有意水準は同

一で、記憶強化を示すことはなかった(p<0.001)。一方、LTM 形成に関しては、組刺激間隔

1min、10min、15min の各群では有意水準が p<0.05 であるのに対して、5min の群のにおい

ては有意水準が p<0.001であり、他の群と比較して僅かに強固な LTM形成が形成された(Fig. 

4-6B)。 

 

4.4.3.3．一試行条件づけ（One-trial conditioning） 

 電気刺激時間を 0.2秒、2秒、5秒と変えて、CS (100mMショ糖 10ml/10s)と US(電気刺激：

9V, 0.4µA)の組刺激条件で一試行条件づけを行った。0.2秒間の電気刺激では STM及び、LTM

の形成は観察されなかったが、2 秒間の電気刺激によって STMの形成を観察した(p<0.05)。

しかし、LTMの形成へは至らなかった。一方、5秒間持続する電気刺激により STM (p<0.0001)

及び、LTM (p<0.001)が強固に形成された。一試行条件づけの USの刺激時間を 5秒間とし

た逆手順(US－CS；Backward)では STM及び、LTMは観察されなかったことから、5秒間の
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電気刺激による長期間の単なる咀嚼行動の抑制が生じたのではなく、CSと USの時間関係

が学習されたための結果であると結論した(Fig. 4-6C)。 

 

4.4.3.4．外套膜への電気刺激による LPeD11の応答  

 上記一試行条件づけにおいて、5秒間の持続した電気刺激が LTM の形成を引き起こした

ことから 0.5－2秒間と 5秒間の電気刺激では学習に関わる神経細胞に及ぼす膜電位変化へ

の効果が異なるものと予想された。異なる時間、強度の電気刺激を与えた時の殻引き込み

介在ニューロンである PeD11の膜電位変化を観察することができれば 5秒間でのみ LTMが

形成された理由を判断できると考えられた。 

LPeD11は RPeD11と電気緊張的に接続されており(Sunada et al., 2010)、R/L PeD11で同様

の膜電位変化が測定できる。本実験結果は LPeD11からの観察結果である(Fig. 4-7)。 

モノアラガイ外套膜への 10V の電気刺激は LPeD11 において刺激持続時間を変えても約

15mVの一過性脱分極性応答を約 0.5秒間観察した。この 15mVの静止膜電位の変化は刺激

時間及び、刺激強度に依存しなかった。刺激強度を 20Vから 100Vとすると、活動電位の発

火を観察した。インパルス数は刺激強度依存的に増加する傾向があり、刺激強度 50V から

100V ではバースト状に応答した。刺激強度 100Vにおいては、インパルスは刺激時間中バ

ースト状態に持続した。刺激時間を 10秒まで延長して観察したがバースト状の応答は、そ

の期間持続した。電気刺激時の刺激電流量は味覚嫌悪条件づけの自動化装置を使用した場

合と異なる。これは、電気生理学的な実験条件下においてモノアラガイ生理的食塩水を使

用する為に積層乾電池を使用した自動化装置時の刺激電流量を再現できない。その為、電

気刺激にはアイソレータによって電圧量を可変した。 
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4.5．考察 

 最大 10匹のモノアラガイに対して、同時に味覚嫌悪条件づけを行う自動化装置を開発し

た。このような装置は STM と LTMを形成に必要な CS、USの詳細な条件（刺激持続時間

や組刺激間隔）を設定し比較を行う上で非常に有効である。本装置の実用性はモノアラガ

イを使って確認された。第 1に第 3章において示したように、有効な 1000V電気刺激を US

とする味覚嫌悪条件づけと比べてみても、本装置は同時に大量の動物を条件づけることが

可能で、9V乾電池を刺激源とすることで簡便で手軽な装置となった。 

 第 3 章に示した 1000V電気刺激を USとした味覚嫌悪条件づけを実施した装置では動物

が容器内を自由に動くため、電極と動物の相対的な位置関係により、常に一定の刺激強度

を与えているかはわからない。しかし、本装置ではモノアラガイの殻を固定することで、

ほぼ同一刺激強度に設定可能である。モノアラガイを固定することによるストレスは殻を

固定しない条件づけ（1000V電気刺激や、機械的接触刺激を USとする味覚嫌悪条件づけ）

と同様の時間設定で条件づけを獲得していたことから、本実験条件下ではこのストレスの

影響は無視できるレベルであると考えられた。最大 10匹を同時に条件づけすることが可能

なことから、統計検定を行う上で十分なデータ数を容易にかつ比較的短時間にしかも少な

い人的労力で確保できることが本装置の実用面での大きな利点である。 

 

4.5.1．刺激時間延長の効果 

 本項で、電気刺激に対する LPeD11の応答を計測した。PeD11は殻引き込み行動介在ニュ

ーロンであり、皮膚への強い接触や痛覚を生ずるような化学刺激などの侵害刺激を受容し

(Sunada et al., 2010, 2014; Inoue et al., 1996)、その興奮が運動ニューロンを発火させ殻引き込

み行動が誘発される(Ferguson et al., 1991)。殻引き込み行動を誘発する刺激は、モノアラガ

イにとって侵害刺激として認識され、PeD11に投射される。一試行条件づけの記憶形成を評
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価した場合、0.2秒及び、2秒の電気刺激時間では LTMを形成せず、5秒間の持続的刺激を

必要とした。LPeD11の応答を観察すると、今回テストした最大刺激強度によってバースト

状のインパルスが発生した。一試行条件づけではこの 5 秒間のバースト状インパルスが重

要である可能性が考えられる。しかし、自動化装置による条件づけ時の PeD11 の興奮状態

は直接観察しておらず不明のため、今後、セミインタクト標本を用いて、自動化装置と同

じ条件で、必要な神経組織のみによる In Vitro条件づけによる検討が必要となる(Sunada et al., 

2014)。In Vitro条件づけにより PeD11の興奮状態を観察することで、LTM形成に必要な興

奮状態が評価できると予想している。 

 

 結論として、人手を介さずに CSと USをモノアラガイへ与える装置の開発ができた。こ

れまでのモノアラガイ味覚嫌悪条件づけは人手を介さなければ条件づけを行えなかった。

USに電気刺激を採用することで電気回路的な制御により動物に刺激をすることができ、そ

の結果 USを機械的制御で行うことを可能とした。さらに、動物を固定することで動きを限

定化して、人手による調節が不可欠であった動物の動きへの対応が不必要となった。加え

て、自動給水による味覚刺激方法の開発ができたことでモノアラガイへのショ糖提示も機

械を介して行えるようになった。今後、モノアラガイ味覚嫌悪条件づけの行動評価までも

含めた完全自動化には、CS提示後 1分間の動物の咀嚼行動の計測が必要であり、この点に

関しては画像処理技術の導入により、実行可能であろうと予想している。 
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図と図の説明 
 



102 
 

 

Fi
g.

4-
1 
味
覚
嫌
悪
条
件
づ
け
の
自
動
化
装
置
電
気
回
路
図

 



103 
 

 

Fig. 4-2 モノアラガイによる味覚嫌悪条件づけの自動化装置 

自動化装置の全体像(A)、自動化装置チャンバー内の水流路(B) 
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Fig. 4-3 自動化装置の電極配置とモノアラガイの固定具 

自動化装置電極配置(A)、モノアラガイ刺激用電極を赤い矢印で示した。電極はモノアラガイを

挟むように配置した。モノアラガイ固定用クリップ装置にクリップを固定することでモノアラガ

イの殻を固定した(B)。 
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Fig. 4-4 ショ糖流入経路 

ショ糖流入経路と水流入経路(A)、三又分岐に逆流防止弁を挟んでショ糖がチャンバー内に流入

する。また、水の流入は Aの water: INの方から常に一定の速度で流入する。ショ糖流入原理(B)、

逆流防止弁とサイフォンの原理を利用した仕組みによってショ糖ポンプ駆動時のみショ糖がチ

ャンバー内に流入する。 
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Fig. 4-5 自動化装置の動作 

左図の黄枠内を拡大したものを右図に示した。水灌流時(A)。水灌流時では LEDの発光が見られ

ない。加えて、チャンバー内の水が着色されていないことからショ糖の流入が無いことがわかる。

ショ糖の流入時(青色色素) (B)。ショ糖流入は青色 LED (B画面左端)の発光と同時に観察された。

電気刺激時(C)。青色 LEDの消灯と同時に緑色 LED (C画面右端)が発光し、電気刺激されたこと

によってモノアラガイの殻引き込み行動が観察された。 
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Fig. 4-6 自動化装置によるモノアラガイの味覚嫌悪条件づけ 

条件づけにおいて組刺激回数を 1、5、10、15、20、50回として Pre-Test、Post-Test 10min、Post-Test 

24hのショ糖に対する咀嚼回数を比較した(A)。1回の組刺激を除く全ての条件において STMが

形成されたが、LTMの形成は 5、10、15、20回の組刺激でのみ観察された。また、組刺激を US-CS 

(15回)とする Backward群では学習が成立しなかった。組刺激間隔の変更の効果(B)。組刺激回数

は 5回とした場合、全ての群において STM、LTMの形成が観察された。One-trial conditioning (C)。

USを 0.2、2、5秒と変化させてテストしたところ 5秒間の USを適用することで STM, LTMが

形成された。加えて、Backward群 (刺激時間 5s)では学習が成立しなかった。 

 (*p<0.05; **p<0.01; ***p < 0.001;  +p < 0.0001 ) 
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Fig. 4-7 外套膜への電気刺激の強度変化による LPeD11の応答 

外套膜への電気刺激より LPeD11に 0.5秒程度持続する一過性脱分極応答が観察された。電気刺

激強度を上昇させることで LPeD11に活動電位が観察された。更に、そのインパルスのスパイク

数は刺激強度の増加につれて増え100Vの電気刺激では刺激時間中でバースト状に活動電位が誘

発された。このバースト状発火は電気刺激時間を 10秒に延長させても持続した。 
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 モノアラガイをモデル動物とした研究により以下の結果を得た。 

 

5.1．作業仮説の検証 

 記憶形成の分子的な過程に関与する神経回路内の細胞内変化は対応させることができる。

一般的に記憶の形成過程は学習の数分から数十分後に STM が形成され、数時間後に ITM、

数時間から長期間で LTM、更に強固な記憶として CLTMが形成される。この時、学習に関

与する神経回路内の細胞では、学習直後に細胞内のイオン濃度変化、数十分から数時間の

間に酵素反応の活性化、タンパク質のリン酸化が起きる。学習から数時間後ではタンパク

質の新生が誘発され、数時間から 1 日後に遺伝子発現の変化、その結果として膜タンパク

質が修飾されることで記憶が固定化される。これら一連の変化は段階的である。そして、

これらを対応させて学習を行うことでより強固な記憶を形成させることができると考えた。 

 第 3 章ではキナーゼ Cの活性化、記憶の冷却阻害及び分散学習を検証することでこれら

一連の作業仮説を検証したといえる。キナーゼ Cの活性化は作業仮説から STM形成時に引

き起こされると考えられるが、学習前に既に活性化された状態であれば学習獲得直後の神

経細胞内イオン濃度の変化が極少量であっても、少ない組刺激回数で STMから ITMへの移

行、更には LTMの形成が促進されると考えられた。 

 記憶の冷却阻害では生体内の化学反応が温度依存的に行われることから冷却によってそ

れらが遅行化及び停止すると考えられている。モノアラガイへの冷却阻害によって学習直

後、及び学習後 3 時間の冷却で記憶の形成阻害が引き起こされたことから、このタイミン

グで記憶形成のための酵素活性の上昇といったタンパク質が励起されている状態が予想さ

れる。学習後 3 時間についてはタンパク質の新生が引き起こされる時間帯であると考えら

れ、タンパク質新生と ITMが同時期であるとする作業仮説から ITM形成が学習後 3時間の

時点であることが示唆される。これについては、3時間の時間間隔を空けた分散学習が記憶

形成を効果的に誘導したことからも支持されると考えられる。 
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5.2．モノアラガイにおける味覚嫌悪条件づけ新たな実験系の確立 

 これまでにモノアラガイ味覚嫌悪条件づけにおいて US として機械的接触刺激や苦味物

質の投与が使用されてきた。機械的接触刺激では刺激強度を実験者の感覚に頼らなければ

ならない点、また、苦味物質の投与では苦味物質の洗い流しが十分にでなければならない

点の 2 点が問題点であった。これらにより実験者の熟練度によるバラつきが生じてモノア

ラガイの条件づけ成立を妨げる要因とされた。一定強度以上の刺激を常に与えることがで

き、その上、刺激後洗い流す必要のない USとして電気刺激を使用して味覚嫌悪条件づけを

試みた。その結果、USとして 0.2秒間の電気刺激(1000V；80µA)と CSとして 10秒間のシ

ョ糖提示を組刺激とし、15回の組刺激によって条件づけが成立した。ただし、5、8、10回

の組刺激では組刺激回数が少ないため、また、20 回の組刺激では動物にとって過剰なスト

レスとなった影響が考えられたため条件づけが成立しなかった。電気刺激を USとすること

で実験者の熟練度によるバラつきを考慮する必要がなくなった。更に陸棲動物への電気刺

激では電極に動物が接地していなければ刺激を与えることが出来ず、加えて刺激前に接触

刺激を与えてしまう点が問題点と成り得た。モノアラガイは水棲のため、この導入は陸棲

動物への電気刺激の適用より容易であった。そのため、実験者の熟練度に依存しないより

簡易的で高精度な電気刺激が適していることを実証的に示すことができた。 

 

5.3．自動的味覚嫌悪条件づけの装置開発 

 USを電気刺激とした味覚嫌悪条件づけを確立したことで、電気刺激を電気回路へ組み込

み、尚且つ CSとするショ糖提示を機械的に行うことが可能となれば味覚嫌悪条件づけを自

動化することが可能であると考えられた。ショ糖提示を機械的に行うことが可能な自動給

水器を開発したことにより CSを機械化することができ、これら CSと USをトランジスタ

と電気刺激発生装置で制御することで味覚嫌悪条件づけの自動化装置を作製し、性能を示
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した。本装置の性能は、USとして 0.2 秒間の電気刺激(9V：0.4µA)と CSとして 10 秒間で

100mMのショ糖を 10ml提示することで 5、10、15、20回の組刺激で条件づけが成立した。

加えて、US を 5 秒間与えることで 1 回の組刺激によって条件づけを成立させる One-trial 

conditioning が可能であった。本装置を利用することで条件づけ済み動物を安定的に短時間

で供給することが可能であることから今後、行動実験後に電気生理学的、分子生物学的研

究への移行がより円滑に進むと考えられる。 
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