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Diurnal variation in passive avoidance response under constant light condition in rats 

Kazuo Yamada and Tsuneo lwasaki (1lestitute 
Ja pal 4) 

of Psychology, U74iversity of Tsukuba. Tsukuba 305. 

Diurnal variation in performance of step-through passive avoidance response (PAR) of rats 

under constant light (LL) condition was investigated in order to examine the possible effects of 

introducing the rats from dark home cage into light experimental apparatus under LD condition. 

In Wistar-Imamlchi strain rats, retention latency of PAR and serum corticosterone (CORT) Ievel 

immediately after retention test were measured either at 14 : OO or 2 : OO under LL condition. The 

PAR Iatency was found to be longer at 14 : OO than at 2 : OO, and CORT markedly increased from 

basal level only at 14 : OO. These results were almost identical to those under LD condition. In 

addition, diurnal variation in basal CORT Ievel under LL condition was similar to that under LD 

conditon in rats which were subjected only to measurement of basal CORT Ievel. These results 

confirm that the difference of lighting condition between in home cage and in experimental appar-

atus does not influence PAR performance, and suggest that diurnal variation in PAR performace 

has a close relationship to that in emotional or stress response to aversive situation. 

Key words: diurnal variation, passive avoidnace response (PAR), corticosterone (CORT), con-

stant light (LL) condition, rats. 
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1975）の．リズムが消失することから，視交叉上核が

ラットの体内時計として考えられている．

　ところで生体には様々な生理的機能のリズムが存

在するが，それらは相互に同調している．この同調

が乱れると，我々ヒトの場合疲れを覚え，ひどい場

合には健康を損なうこともある．その例として“時

差ボケ”が挙げられ，この場合ジェット機での急速

な環境変化に様々な生理的機能のリズムが適応でき

ず，不眠や作業能率の低下，疲労感などの症状がみ

られる（佐々木，！984）．

　このように生理的機能のリズムは生体の行動と深

く関係しているが，有害刺激に対する生理的反応に

も日内変動がある．生体は常に様々な刺激に曝され

ており，それらの刺激に適宜反応することにより，

生体機能の恒常性を維持している．

　しかしながら，刺激の大きさが生体が反応できる

範囲を超えると，恒常性が部分的に崩壊する．これ

がストレスと呼ばれる状態であり，この場合の有害

刺激をストレッサーと呼ぶ．生体は様々なストレッ

サーに曝された場合に，ストレス反応といわれる視

床下部一下垂体一副腎皮質系の反応とそれに誘発さ

れる免疫系と消化器系の反応を示す．このことを最

初に見いだしたのはSe1ye（1936）であり，彼は副腎

の肥大，胸線の萎縮，胃潰瘍をストレス反応として

挙げ，それらの症状はストレッサーの種類とは独立

であるとしている．現在では，自律神経系，内分泌

系，免疫系，運動系，高次の神経系のすべての反応

にストレス反応がみられると考えられている．そし

て，そのようなストレス反応にも日内変動がみられ

るという知見が数多く報告されている（See　reVieW；

山田・岩崎，1993）．

　またその一方で，記憶研究によく用いられる回避

学習課題の成績にも，日内変動があることが知られ

ている（Childs＆Redfern，198ユ；Davies，Navaratnam，

＆Redfern，1973．1974；Go1d＆Van　Buskirk，1976；

Sandman，Kastin，＆Scha11y，ユ971，山田・岩崎，

1994）．回避学習場面ぞは，無条件刺激として電撃一

が用いられるが，電撃は動物にとってストレッサー

になりうる．ストレス反応に日内変動があるとする

と，回避学習のリズムにはストレス反応のリズムが

関わっている可能性がある．さらに主要なストレス

反応として，視床下部室妾核からのcorticotropin－

releasinghomone（CRH）放出，そしてそれにとも

なう下垂体前葉からのadrenocorticotropic　hormone

（ACTH）放出，さらにそれにともなう副腎皮質から

のCOrtiCOSterOne放出という視床下部一下垂体一副

腎皮質ストレス反応系があるが，これらストレス関

連ホルモンは回避学習に影響を及ぼすことが知られ
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ており（see　review；山田・岩崎，1993），ホルモン

レベルでもストレス反応の日内変動が回避学習に影

響している可能性も考えられる．

　我々はこれまでの実験（山田・岩崎，1994）により，

ラットの受動的回避反応には明期に回避訓練と保持

テストを行ったほうが，それらを暗期に行った場合

よりも保持テストにおける回避潜時が長い，すなわ

ち学習成績が良いことを実証した、さらに保持テス

ト直後に血中COrtiCOSterone定量のための採血を

行ったところ，明期に回避訓練と保持テストを行っ

たほうが，ストレス反応としての血中
Co．tiCoSte．oneのべ一スレベルからの増加量が多

かった．そこで我々は，受動的回避反応の日内変動

の背景には，血中COrtiCOSterOne量の増加に代表さ

れる視床下部一下垂体一副腎皮質系のストレス反応

の日内変動が深く関与していると示唆した．

　しかしながら上述の実験において，いくつかの問

題点が残った．そのひとつは，飼育環境と実験環境

の照明条件が明期群と暗期群で異なっていたという

ことである．我々が用いたstep－through型受動的回

避装置の場合，そg根底にあるのは電撃と光のコン

フリクトである．ラットは明るい場所よりも暗い場

所を好み，まだ電撃が与えられていない回避訓練時

にはすばやく暗い電撃箱へ入る．暗期群は暗い飼育

場所から，突然明るい実験装置に入れられることに

よって光に対する嫌悪性が強まり，より早く電撃箱

に入るので，その結果として回避成績が悪いという

可能性が考えられる．

　この問題点に関しては，受動的回避反応の日内変’

動を最初に報告したDaviesら（1973）も触れている

が，彼らは回避訓練時のラットの行動に明暗差がみ

られなかったことから，照明の変化の要因は排除で

きると考えている．さらに彼らは別のラットを用い，

明期の中間と暗期の中間の時刻でそれぞれ電撃を与

えないということ以外は受動的回避学習課題の手続

きと同じように実験を行い，訓練時にあたる試行と

保持テストにあたる試行のどちらにおいても安全箱

にいた時聞に差がないことからも同様の主張をして

いる．

　しかしながらもうひとつの可能性として，そのよ

うな急激な環境の変化が記憶過程に影響を及ぼすと

いうことが考えられる．訓練後に強い電撃を与える

とその記憶成績が低下するということで知られてい

る電気痙撃ショック（ECS）ほど強力なものでないと

考えられるが，その影響は無視できない．

　そこで本実験では，回避訓練から保持テスト終了

まで照明を恒明条件にして，山田・岩崎（1994）の実

験における明期群，暗期群のそれぞれに該当する！4
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　00．2100での受動的回避反応と血中
COrtiCoSterOne量を比較，検討した．

方　法

　被験体Wistar－Imamichi系雄ラットを27匹用い

た．実験開始時において被験体は，約90日齢であっ

た．12時聞毎の明暗サイクル（明期が8：0ト201

00）で飼育し，実験期間中，餌と水は自由に摂取さ

せた．

　装置　受動的回避装置は，直径50cm，高さ40cm
の円形の部屋と，とれに隣接する縦18cm，横20cm，

高さ40cmの部屋からなり，それぞれの部屋はギロ

チンドアによって区切ることができた．円形の部屋

（安全箱）の壁と床にはすべて白い塗装が施されてい

た．もう一方の部屋（電撃箱）の壁は灰色に塗装され

ており，また床は直径3mmのステンレス鋼が
1．2cmの間隔でならんだグリッドになっており，こ

こを介してラットに電撃を与えることができた．照

明は，室内燈と安全箱の中央上，高さ40cmのとこ

ろの電球（20W）によった．安全箱中央の照度は

2001uxであった．

　手続き　被験体を実験開始の2週問前から8：00

～20：OOまでが明期の明暗条件下に置いた．まず実

験開始3日前にすべての被験体について，14：OOと

2：OOに血中corticosteroneのべ一スレベルを測定

するための採血を行った．ラットの尾の表面を剃刀

で切開することにより，尾静脈から出血させて約

200m1の血液を得た．ただし採血の手続き自体が

CortiCOSterOneレベルに影響を及ぼすのを少なくす

るために，150秒以内に採血を終了した．なお暗期

である2：OOの採血は赤色照明下で行った．採血し

た血液は遠心分離器にかけ（5000rpm，10分間），そ

の血清をCOrtiCoSter㎝e定量のための材料として一

80℃で冷凍保存した．corticosterone定量には
radiostereoassay（Murphy，1967）を改良した方法を

用いた．

　実験開始日から照明を恒明条件にした．被験体を

14：00群（n＝12）と2：OO群（n＝10）に振り分け，

それぞれの時刻に受動的回避訓練を行った．回避訓

練では，ギロチンドァを開けた状態で安全箱の中央

に，電撃箱に対して背を向けるようにして被験体を

装置に入れた．そして，被験体が電撃箱に入った直

後にギロチンドアを閉め，電撃（1．5mA）を3秒間与

えた、電撃終了から10秒後に被験体を装置から取り

出し，ホームケージに戻した．

　回避訓練の24時間後に保持テストを行った．訓練

47

時と同様に被験体を装置に入れ，電撃箱に入るまで

の反応潜時をストップウオッチにより測定した．3

分以内に電撃箱に入らなかった被験体の潜時は180

秒として，保持テストを終了した．保持テスト終了

直後に，血中COrtiCoSterOne定量のための採血を行っ

た．採血およ・びCOrtiCoSterOne定量は，べ一スレベ

ル測定時と同様の方法で行った．

　また，12時問周期（通常）の明暗（LD）条件から恒

明（LL）条件への変化が血中corticosteroneのべ一ス

レベルに影響を及ぼすかどうかを検討するために，

14：00群と2：OO群それぞれの回避訓練および保持

テストと同時刻にホームケージから取り出し，採血

のみを行う群（n＝5）を設定した．

結果

　保持テスト時の各群の反応潜時をFig．1に示し

た．14：00群の方が2：00群に比べて反応潜時が長

く，すなわち回避成績が良かった．分散分析の結果，

2群聞に有意差がみられた［F（1，21）＝5．O，P＜
105］．

　またべ一スレベル測定日および保持テスト直後の

各群の血中corticosterone量をFig．2に示した．こ

れをみると，べ一スレベル測定日には14：OO群の方

が2：OO群よりも明らかに血中corticosterone量が

多い、2要因の分散分析の結果，実験時刻の主効果

［F（1，20）＝13．7，p＜．05］，採血時期の主効果［F

（1，20）：10．8，p＜．05］および交互作用［F（1，20）＝

21．1，p＜．05］のすべてが有意であった．そこで下

位検定として単純主効果の検定を行ったところ，

べ一スレベル測定日において14：00群よりも2：OO

群のほうが血申corticcsterone量が多かった［F
（1，20）：34．7，p＜．01］．一方，保持テスト直後に

おいては14：OO群と2：OO群の間に差はみられな

かった．また，べ一スレベル測定日と保持テスト直

後の血申corticosterone量の変化を！4：00群だけで

みてみると，べ一スレベル測定日よりも保持テスト

直後のほうが有意に多かった［F（1，20）＝34．3，p＜

．01］．すなわち14：OO群にのみ，保持テスト直後の

血中COrtiCOSter㎝e量はべ一スレベルよりも有意に

増加していた．

　Fig．3はべ一スレベル測定日，受動的回避訓練日

および保持テスト実行日でべ一スレベル測定のため

の採血のみ行った被験体（n＝5）の血中
COrtiCOSterOne量を示し．ている．これをみると，訓

練日と保持テスト日のどちらにおいても，べ一スレ

ベル測定日とほぼ同様の血中COrtiCOSterOneの日内
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Fig．1 Mean　passive　avoidance　latency　as　a　function
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115asa11eve1 Retention　Test．

Mean　serum　corticosterone1eve1in　home　cage

and　immediate1y　after　retention　test　as　a　func－

tion　of　time　of　day．Vertica1bars　represent

standard　errors　of　mean．

変動が示されており，それぞれの日の血中
corticosterone量は14：00よりも2：00のほうが明

らかに多い．採血時刻を個体内要因とする1要因の

分散分析の結果，採血時刻の効果が有意であった［F

（5，20）＝13．5，p＜．01］．そこで多重比較を行った

ところ，14：OOと2：00の血中corticosterone量は

それぞれの日において2：00のほうが有意に多かっ
た［p＜．01］．

　　14：O0　2：00　　14：00　2：00　14：00　2：00

　　　LD　　　　　　LL

Mean　serum　corticosterone1evel　for　contro1
（untrained）rats　as　a　function　of　blood　sam－

p1ing　time．White　and　black　bars　in　the　abscis－

sa　represent　1ight　and　dark　periods，　respec－

tive1y．Vertica1bars　represent　standard　errors

of　mean．

考　察

　これまでに受動的回避反応の日内変動を報告して

きた先行研究では，実験時の明期群と暗期群の照明

条件が異なっていた．すなわち，明期群は飼育場所

と同じ明るい実験装置に入れられるのに対し，暗期

群は暗い飼育場所から突然明るい実験装置に入れら

れる．したがって，これまでの実験で得られた受動

的回避反応の日内変動は，この飼育環境と実験環境

との照明条件の違いを反映している可能性があっ

た．たとえば暗期群では，暗い飼育場所から急に明

るい安全箱に入れられたがゆえに，明るい場所に対

する嫌悪性が高まり，その結果としてより早く暗い

電撃箱にほうへ移動しただけなのかもしれない．ま

た，そのような急激な環境の変化が学習成績に影響

したということも考えられる．しかしながら，Fig．

1の結果から，恒明条件下でも先行研究に一致して，

2100群（暗期群）よりも14：00群（明期群）のほう

が受動的回避成績が良いことが明らかになった．

　恒明条件や恒暗条件のような明暗周期をなくした

条件下では，生体の様々な日内変動はそれぞれの個

体の持つリズムの周期に従ってフリーランを示すこ

とが知られている．またそのような場合，受動的回

避学習では回避成績が低下することが報告されてい

る（Tapp＆Ho11oway，1981）．
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　我々と同様に，Daviesら（1973）も飼育環境と実

験環境の照明条件が異なるという問題を排除するた

めに，恒明条件で実験を行うことを考えたが，彼ら

はこのフリーランというリズムの特性に悩まされ

た．彼らの実験では，恒明条件下において光以外の

同調因子として音を用いて，フリーランを防ごうと

試みられた．しかしながら，音はラットにとって同

調因子となり得るものではなく，結局彼らは，回避

訓練時の反応潜時，および回避訓練時に電撃を与え

られなかったラットの保持テスト時の反応潜時に明

暗差がみられなかったという結果によって，照明の
変化の要因は排除できると説明するのに留まった．

　しかしながら，照明をユ2：12時間の明暗（LD）条

件からから恒明（LL）条件に移行した場合，生体の

様々な機能の日内変動がフリーランをするまでには

2，3日を要することが知られている（井深，1990

；川村，1989）．そこで本実験では，ラットのもつ

日内変動がフリーランを示さない程度，すなわち実

験開始前の12：12時間の明暗周期下で示されていた

日内変動が保たれる程度の短期間で恒明条件下での

実験を終了させた．それを証明しているのがFig．

3の結果である．恒明条件下での回避訓練と保持テ

スト日のそれぞれ14：OOと2：OOおいて，血中
CortiCoSterOneのべ一スレベル測定の採血のみが行

われたラットのCOrtiCoSter㎝e量では，実験開始前

の血中CortiCOSterOneのべ一スレベルとほぼ同じよ

うな日内変動がみられた．したがって本実験の結果

に関しては，恒明条件という要因の影響は排除でき

ると考えられ，これまでの実験で問題となった飼育

時と実験時の照明条件の違いという要因を純粋に検

討できたといえよう．

　以上のことから，本実験でもこれまでの実験と同

様に，14：00群のほうが2：00群よりも回避反応潜

時が長いという日内変動が得られたということは，

暗い飼育場所から明るい実験装置に入れられると

いった環境条件の急激な変化が、受動的回避反応に

影響を及ぼしているという可能性を否定するもので

ある。

　また保持テスト直後の血中COrtiCOSterOne量に関

しても，我々の先行研究（山田・岩崎，1994）と同様

に，14：00群においてのみべ一スレベル測定時より

も保持テスト測定時の血中COrtiCOSterOne量が有意

に多かった．したがって，血中COrtiCOSte．oneのべ一

スレベルが低い14：bOのみに保持テスト直後のスト

レス反応としてのCOrtiCOSterOneの増加がみら’れた

と推定される．この結果は，受動的回避反応の日内

変動には，ストレス反応の日内変動が深く関与して

いるという我々のこれまでの示唆を支持するもので

ある．

　ラットの副腎皮質ホルモンであるCOrtiCOSterOne

は，視床下部室妾核からのCRH放出，下垂体前葉

からのACTH放出に伴って副腎皮質から血中に放

出される、このCOrtiCOSterOne放出が，ストレスに

対する視床下部一下垂体一副腎皮質系の最終反応で

ある．これまでに，de　Wied（1964）をはじめ数多く

の研究により，CRH，ACTHおよびcorticosterone

といった視床下部一下垂体一副腎皮質ストレス反応

系のホルモンが受動的回避学習のような嫌悪性学習

に影響を及ぼすことが報告されてきた．さらに

COrtiCoSterOneに関しては，ストレス誘発性の
corticosterone放出を抑制するcyc1oheximideを受動

的回避訓練30分前に投与すると受動的回避学習が阻

害され，このcyc1oheximideによる学習障害は’

COrtiCOSterOneの皮下あるいは海馬内投与によって

回復することが報告されている（Cottre11＆Naka－

jima，1977）．彼らは受動的回避訓練時に電撃により

副腎皮質から放出されるCOrtiCOSterOneが海馬に作

用し，／これがその後の受動的回避反応を維持するよ

うに働くと示唆している．Pata㏄hio1i，Caso1ini，

Puglisi－A1legra，Sadi1e＆Angelucci（1990）は3Hで標

識したCOrtiCoSterOneを用，いて，海馬の
corticosterone結合能力（g1ucodorticoidreceptorの

数）と能動的回避成績との正の相関を見いだしてい

る．また彼らは，副腎除去されたラットの回避成績

低下がCOrtiCOSterOne投与によって回復されたこと

から，適応反応の調節に海馬のglucocorticoid
receptorが関与していることを示唆している．

　さらに近年になって，COrtiCOSterOneが脳内の様々

な物質やレセプターに影響を及ぼすことが報告され

てきた．たとえば，人工的なg1ucocorticoidsである

dexamethasoneは，ACTHと並んで記憶を増強する

物質と考えられているvasopressinのレセプター数

の増加というup－regu1ationを引き起こす（Co1son，

Ibarondo，Devi11iers，Ba1estre，Duvoid，＆　Gui11on，

1992）．副腎除去によって，大脳皮質，小脳，視床

および海馬における，3Hで標識したmuscimo1の

bindi㎎が偽損傷ラットに比べて減少し，逆に
COrtiCoSteroneがこれらの脳部位でのmuSCimO1の

bindi㎎を増加させることから，corticosteroneは
GABAAレセプタニの親和性を調節する（Majewska，

Bisserbe，＆Eskay，1985）．

　これらの知見から，視床下部一下垂体一副腎皮質

ストレス反応系のみではなく，そのストレス系とそ

れ以外の神経伝達物質系やホルモン系との相互作用

を探究していくことが，受動的回避反応の日内変動

のメカニズムをより一層解明していくために必要で
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