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学習◎記憶における脳内一酸絶望素の役割；

ラットの放射状迷路行動に及ぼす一酸化窒素

合成酵素阻害薬虹屯悶風聞匠の効果
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The role of brain nitric oxideinlearnlng and memory‥ e鮎cts of nitric oxide synthase
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Nitric oxide（NO）has various physiologicalfunctions．In the brain，NO ねcilitates

neurotransmission functionlng aS a Synaptic retrograde neurotransmitteこThe鮎st part ofthis study

reviews the behaviorale鮎cts of administrating NO synthase（NOS）inhibitors and NO donors，

particularly onlearnlng and memoryin animals．The cbangesin NOS activity accompanied by

learnlng and memory are also reviewed．The second part of tbe study examines the efkct of the

NOSinhibitor NG－nitro－し訂ginine－metbyトester（L－N棚E）on radialarm maze（M）performance

in
rats．RatsⅥrere trainedin the RAM task prlOr

tO a drug test．‡n the test trials，intraperitoneal

iIカectionofしNAME300r60minutes be女）re the test did notimpair task pe血rmance（Exp．1）．In

Exp．2 and 3，the e任ects of しNAMEinjectioninto the dorsaland ventralhippocampus，

respectively wereinvestigated，although neither treatment produced signi点cant de畠citsin

peめrmance．TileSe reSuits suggest tbat brain NO does not play an essentialrolein the wo血ing

memory required br RAM performancein rats．

監ey words：nitric oxide，1earnlng and memor沸radialmaze，L－NAME，hippocampus，ratS．

1．一酸化窒素の生理作用

一酸化窒素（nitric oxide，NO）は低分子のガス
状フリーラジカルの一種である．NOは不対電子を

持つ構造であるため，化学的反応性が非常に高く，

毒性も強い．近年，NOは生体内にも存在してお

り，多彩な生理的機能に役割を担っていることが明

らかになった．生体内においてNOは，神経型NO

合成酵素（neuronalNO synthase，nNOS），血管内

皮型NO合成酵素（endothelialNOS，eNOS），また

は誘導型NO合成酵素（inducibleNOS，iNOS）が活
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性化されることによって作られる．nNOSおよび

eNOSによるNO合成はCa2＋に依存しており，がOS

によるNO合成は免疫系の情報伝達物質であるサイ

トカインによって調節されている．

1｛1 血管系および免疫系におけるNOのはた

らき

血管系においてNOは，血庄調整の決定因子とし

て働き，血管を弛緩させたり血小板の凝集を阻害す

る作用を持つ．心臓においてはeNOS由来NOが心

筋細胞の収縮制御に関与している．このようにNO
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は内皮由来血管弛緩因子（endothelium derived

relaxingfactor）として生体にとって重要な働きを
している．

また免疫系においてNOは，生体が細菌，ウイル

ス，真菌あるいは原虫などの微生物感染を受けた際

に，マクロファージ内で産出されたり，微生物によ

り刺激を受けた免疫細胞が放出するサイトカインに

よって誘導された肝クッパー細胞，腎メサンギウム

細胞，軟骨細胞，血管平滑筋細胞，脳グリア細胞な

どのマクロファージ様細胞から放出されたりする

が，それらは細菌や腫瘍細胞を殺し，生体をこれら

の有害物質から防御している．

1，2 中枢神経系におけるNOのはたらき

脳内においてNOは細胞外および細胞内情報伝達

物質として機能している．シナプス前部から放出さ

れた興奮性の神経伝達物質であるグルタミン酸がシ

ナプス後部の糊DA（Ⅳ－methyl－D－aSparate）受容体

に結合し，細胞内にCa2十が流入する．NOは流入し

たCa2＋がNOSを活性化することで生成される．NO

はガス状であるので，生体内ですばやく拡散し，シ

ナプス前部や周辺の神経細胞，およびグリア細胞に

取り込まれる．シナプス前部に取り込まれたNOは

cGMP（3し5’cyclic guanosine monopbosphate）

生成を上昇させ，グルタミン酸の放出を促す．以上

の過程によってNOはシナプスにおける逆行性シグ

ナルとして働き，神経情報伝達を促進しているので

はないかと考えられている．

また，CGMPを介さない経路の存在も示唆されて

いる（Prast＆Philippu，2001）．同経路を介し，

MDA依存性の電流が減じ，細胞内カルシウム量

が増加することが報告されている（Manzoni，

Prezeau，Martin，Deshageち Bochaert ＆ 払gnl，

1992）．この作用により，NOは糊DA受容体の過

度の興奮を減衰させるフィードバック系としても働

いている可能性が考えられる．

シナ プス伝達の長期増強（10ng－term

potentiation，u、P）は，学習・記憶の神経基盤であ

る可能性が高いとして盛んに研究されているシナプ

ス可塑性の現象である．IJPにはNOが関与してい

るという報告がある．海馬IJPはNOS阻害菜投与

によ り 消失した り（B6hme，Bon，Stutzmann，

Doble＆Blanchard，1991；0’Dell，Hawl（ins，Kandel

＆Arancio，1991；Scbuman

B6hme，Doble，Stutzman

Doyle，H61scheI；RoⅥran＆

に抑制されたりする

＆Madison，1991；Bon，

＆ Blancbard，1992；

Anwyl，1996），部分的

（Gribkoだ＆Lum－Ragan，

1992；Chetkovich，Klann ＆ Sweatt，1993；Haley，

Malen＆Chapman，1993；Iga，Ⅵ）Shioka，1bgasbi＆

Saito，1993）．また，nNOS，eNOS両方の遺伝子を

欠損したマウスではⅠ∫Pが阻害される（Son，

Hawkins，Martin，KiebleI；Huang，Rshman ＆

Kandel，1996）．さらに，NO供与体をシナプス前部

に投与すると，IJPの促進が見られる（Arancio，

Kandel＆ Hawkins，1995；Arancio，Keible‡1Lee，

Lev－Ram，瀧ien，Kandel＆Hawkins，1996）．こ れ

らの報告から，NOはIJPに促進的に働いていると

考えられる．

しかし一方で，海馬汀PにNOS阻害薬が影響を

及ぼさないという報告もあり（Wi11iams，Li，

Nayak，Errington，Mu叩hy ＆ Bliss，1993；Bann－

erman，Chapman，Kel沸Butcher＆Morris，1994b；

Boulton，Iring，Southam，Potieち GarthⅥ7aite ＆

Collingridge，1994；Cummings，Nicola ＆Malenka，

1994；Murphy Wi11iams，Bettache＆Bliss，1994），

これらはⅠ∫Pに対するNOの関与を支持していな

い．このように，これまで報告されてきた結果に一

貫性がみられない原因として，いくつかの可能性が

ある．まず，1∫Pを観察した部位の違いが考えられ

る．海馬CAlの放射状層（stratum radiatum）の

Ⅰ∫PはNO非依存性であ り，上昇層（stratum

oriens）のものはNO依存性であるという可能性で

ある．第2に，港流液の温度や薬物投与のタイミン

グなどの実験環境の違いが，受容体の興奮性や反応

性，IJPの必要条件の変化を生じさせている可能性

も考えられる．また第3に，用いられた高頻度刺激

の種類の違いが考えられる．vitroの実験条件で用

いられる通常の高頻度刺激の手続きは，生理的状況

下の神経活動とは全く異なり，そのため，NOS非

依存性のⅠ∫Pを引き起こしている可能性がある．

その証拠として，∂リズム波で位相固定された刺激

（より生理的な刺激に近い）によって引き起こされ

るLrPは，NOS阻害薬によって完全に抑制された

という報告がある（H61scheち1999）．以上のことか

ら，NOがⅠ∫Pに何らかの役割を担っている可能性

は否定できないであろう．各種の学習課題を用い

て，その遂行に及ぼすNOS阻害薬やNO供与体の効

果を見た研究においても，学習におけるNOの関与

が示唆されており（後述），NOがⅠ∫Pに影響する

ことによって，学習・記憶過程に関与している可能

性が考えられる．
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2．学習。記憶におけるNOのはたらき：行動

学的研究

NOは逆行性の神経伝達物質としてシナプス終末

部でのグルタミン酸の放出を促し，学習・記憶に関

与すると考えらオtている．以下では様々な学習・記

憶場面において，NOの合成過程に影響する薬物が

課題遂行に及ぼす効果について，あるいは課題の学

習によって生じるNOSやNO由来物質の量的変化に

ついて検討した研究を概観する．

2．1 放射状迷路学習

放射状迷路課題は通常，高架式8方向放射状迷路

を用いて訓練される．この装置は中央のプラット

フォームと，そこから放射状に延びる8本のアーム

からなる．この課題でラットは，各々のアームの先

端にある報酬すべてを取るまで自由に走行すること

ができるが，その際，装置周辺の空間情報を利用し

ながら，試行内ですでに進入したアーム（あるいは

まだ進入していないアーム）を記憶することが要求

さガtる．そのため，空間的作業記憶課題の1つであ

ると考えられている．

NOSの非特異的阻害薬NG－nitro－L－arginine

methylester（L－NAME）をこの課題の習得期間中

に末梢投与すると，この課題の習得が阻害された．

しかし，すでに習得した課題の保持については，し

NAMEの阻害効果は見られなかった（協mada，

Noda，Nakayama，Komori，Sugibara，Hasegawa ＆

Nabeshima，1995；Noda，1ねmada ＆ Nabeshima，

1997）．これはNOが放射状迷路課題の習得に何ら

かの関与をすることを示唆している．また，この課

題は8本のアームのうち，特定の4本にだけ報酬を

置くことで，作業記憶と参照記憶を分離して測定す

ることが出来る．この事続きを用い，しNAMEを

習得期間中に末梢投与すると，参照記憶および作業

記憶が阻害されたが，nNOS特異的阻害発7－

nitroindazole（7－M）の投与によっては参照記憶の

みが阻害された．また，NOの前駆体であるし

如ginine（し如g）を腹腔内投与すると参照記憶エ

ラーが減少した（Zou，協mada，∵払naka，Kameyama

＆Nabeshima，1998）．

非特異的阻害薬は血圧にも影響を及ぼし，大脳の

血流量の低下を招く（Bannerman etal．，1994b）．

従って，末梢投与による非特異的NOS阻害葵の学

習阻害効果は，nNOS由来以外のNOに対する作用

によるものかも知れない．nNOS特異的阻害薬の末

梢投与では参照記憶のみが阻害され，作業記憶は阻

害されなかったことから（Zouetal．，1998），非特

異的NOS阻害によって引き起こされる作業記憶の

障害は，おそらくeNOS阻害に基づく血管系の変化

によるものであり，さらにnNOS由来のNOは参照

記憶に関与する可能性が考えられる．

2▲2 モリス型水迷路学習

モリス型水迷路は，円形プールにミルクや絵の具

などによって濁らせた水を張り，水面下の一定の位

置に逃避用のプラットフォームを沈めた装置であ

る．この課題では，ラットやマウスは水中にあるプ

ラットフォームを見ることができないので，装置周

辺の空間的手がかりをもとにプラットフォームの位

置を学習することが要求される．

習得期間中にNOSの非特異的阻害薬L－NAMEあ

るいはnNOS特異的阻害薬7…NIを末梢投与すると，

モリス型水迷路課題の習得が遅れる（Chapman，

如kins，Allen，Haley ＆ Steinmetz，1992；Banner－

man，Chapman，Kell沸 Batsher ＆ Morris，1994a；

H61scheち McGlinche沸 Anwyl＆ Rowan，1996；

Prendergast，Bucca如sco＆瀧rr沸1997）．しかし，

すでに習得した課題の遂行には末梢投与，海馬内投

与とも影響を及ぼさなかった（Bannerman et al．，

1994a；Blokland，de Ⅵ爪te，Prickaerts，Honing，

Markenrink－VanIttersum＆Steinbusch，1999）．ま

た，この課題を老齢ラットに訓練したところ，習得

に障害を示した老齢ラットでは，課題習得に障害の

なかった老齢ラットや若齢の成体ラットと比較し

て，海馬nNOS発現が少なく，iNOS発現が多かっ

たという報告がある（Law，0，Donnell，Gauthier＆

Quirion，2002）．これらのことから，海馬nNOSは

この課題の習得に促進的に働くと考えられるが，す

でに学習した空間的位置の想起にはNOは関与しな

いと考えられる．

2暮3 3パネルランウェイ課題

3パネルランウェイ課題で用いられる装置ほ，出

発箱と目標箱，およびそれを結ぶ走路からなり，4

つの選択点が設けられている．それぞれの選択点に

は3枚のパネルがついており，実験者はこのうち1

枚のみ，ラットが押し開いて通過できるように設定

する．ラットは出発箱に入れられた後，通過できる

パネルを探し，報酬の置かれた目標箱にたどり着く

ことを要求される．1セッションは6試行よりな

り，1日1セッション行なう．全てのセッションで

正答パネルの位置（左，中，右）が固定されている

課題が参照記憶課題であり，セッションごとに正答

パネルの位置が変化する課題が作業記憶課題であ

る．作業記憶課題では，セッション毎に通過可能な
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パネルが変わるので，セッション内の6試行のなか

で，新しく定められた正答パネルの位置を記憶しな

ければならない．

習得後に非特異的NOS阻害薬L－NAMEを海馬内

投与すると，作業記憶課題では成績の有意な低下が

見られたが，参照記憶課題では成績は低下しなかっ

た（Ohno，協mamoto＆鞄tanabe，1993）．従って，

セッション間に渡って有効な記憶，すなわち参照記

憶にNOは関与していないが，セッション内でのみ

有効な記憶，すなわち作業記憶の形成や保持には

NOが関与していると考えられる．

この考え方は，NOが参照記憶に関与しているの

ではないかという放射状迷路課題での結論（前述）

と対照的である．その食い違いの原因は明らかでな

いが，Zou et al．（1998）は参照記憶形成に対する

NOS阻害菜の効果は，海馬以外の他の脳部位（例

えば大脳皮質）を含んでいるため，NOS阻害薬の

海馬内投与を行ったOhno et al．（1993）の研究で

は参照記憶障害が見られなかったのではないかと考

えている．

2．4 受動的回避学習

ステップスルー式の受動的回避学習は，床や壁の

素材，明るさなどによって識別可能な2つの区画か

らなる装置を用いて行う．頻繁に用いられる手続き

としては，ラットなどのげっ歯目が暗いところをよ

り好むことを利用し，照明の点いた区画と暗い区画

（電撃箱）を用意する．明るい区画に被験体を入れ

ると，やがて被験体は暗い方の電撃箱に入る．被験

体が完全にこの箱に入った時点で，そこに閉じこ

め，足への電撃を与える．この訓練を行った後に一

定の時間をおき，再び被験体を装置に入れた際の，

暗い区画に侵入するまでの潜時が記憶の指標として

用いられる．また，ステップダウン式の受動的回避

学習課題では，ステンレス製の格子の床に置かれた

プラットフォームに被験体を置き，被験体が床に降

りると電流を流す．この事続きでは，訓練後一定の

時間を挟んで再び装置に被験体を投入した際の，被

験体が床に降りるまでの潜時が記憶の指標として用

いられる．

これらの課題を用いた研究において，NOS阻害

菜 のルnitroarginine（NO血g），しNAME，しNG－

monomethylarginine（L－MeA摺）を訓練前あるいは
直後に末梢・海馬内投与すると，テスト時の反応潜

時が減少した（抗n，da Cunha，Brombe増，Schmitz，

Bianchin，Medina ＆Izquierdo，1995；Huang ＆

Lee，1995；Reddy＆Kulkarni，1998）．一方，NO供

与体であるsodium nitroprusside（SNP），S－nitroso－

N－aCetylpenicillamine（SNAP），しArgを訓練直後に

末梢・脳室内・海馬内投与すると，いずれも潜時が

増加した（Rn et al．，1995；Huang＆Lee，1995；

態Iegdy＆Kokavszk沸1997）．従って，NOはこの

課題の保持過程に促進的な役割を担っており，さら

には記銘過程にも関与する可能性があると考えられ

る．

2．5 物体再認記憶

物体再認課題の一つとして，フィールド内に置か

れた物体を自由に探索させる手続きがある．この事

続きでは，第1試行でフィールド内に置かれた物体

を探索させた後，一定の時間をおき，再びフィール

ドに被験体を入れる（第2試行）．第2試行では，

フィールド内の物体は，最初の試行で提示した物体

と同一のものと，新奇な物体の両方が提示されてお

り，それぞれの物体を探索した時間が測定される．

ラットは新奇な物体をより長く探索する傾向がある

ことから，新春な物体を探索した時間の長さが記憶

の指標となる．

この課題を用いた研究ではNOS阻害薬N山一nitro－

しarginine（しNA），およびnNOS特異的阻害薬7－

Mを第1試行の直後に末梢・海馬内投与すると，

第2試行で初めて提示された新寄な物体に対する探

索時間が少なくなった（Prickaerts，Steinbusch，

Smits ＆ de Ⅵ∋nte，1997；Blokland，Prickaerts，

Honig＆deⅥさnte，1998）．しかし，第1試行の前

にL－NAを海馬内投与すると，新春な物体の探索時

間は統制条件と差がなかった（Blokland et al．，

1998）．従って，NOS阻害はこの課題における情報

の保持を阻害するが，記銘過程は阻害しない可能性

が考えられる．

2暮614ユニットT迷路学習

14ユニットT迷路は，ギロチンドアで仕切られた

5つの区分からなり，合計14の選択地点が設けられ

ている．被験体は出発箱に置かれ，制限時間内に正

しい方向に進まないと足に電撃が与えられる．電撃

は被験体が正しい方向に向かうまで与えられ，最終

的に被験体は目標箱へたどり着く．走行時間と誤選

択数（正しい方向から逸脱した数）が測定される．

この課題を用いた研究において，習得期間中の

NOS阻害薬NG－nitro－しarginine（N止rg），7…NIの

末梢・脳室内投与は，用量依存的に課題習得を阻害

した（Ingram，Spangleち Meyer＆London，1998；

Ingram，Spangleち Kametani，Meyer ＆ London，

1998；Meyeち Spangleち 払tel，London ＆Ingram，

1998）．7－NIはeNOS阻害によって生じる血圧の上
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昇を引き起こさなかったことから，上記の学習阻害

効果はnNOSを介したものであると考えられる

（Meyeretal．，1998）．従って，nNOS阻害はこの課

題の参照記憶形成を抑制したと考えられる．

2，7 遅延見本合わせ学習

Prendergast，瀧rr沸Jackson＆Bucca氏1SCO（1996）

はサルの遅延見本合わせ学習に及ぼすNOS阻害薬

の効果を検討した．この課題では，パネルに4色の

ディスクが配置されている．見本期では4つのうち

1つのディスクが光り，被験体がそのディスクの

キーを押すと消える．一定の遅延時間後に，見本期

に提示したキーを別のもう1つのキーと同時に提示

し，見本期に提示したキーをサルが選択すると報酬

が与えられた．

この課題の習得の後，テスト前にNOS阻害菜し

NAMEを末梢投与すると，遅延なしの試行では薬

物の効果は見られなかったが，60～120秒の遅延で

は正反応寧の低下が見られた（Prende三宮aSt etal．，

1996）．従って，この課題で要求される短期記憶に，

NOが関与していることが示唆される，

2．8 弁別学習

Knepper＆Kurylo（1998）はラットを用いて，

ライトの点灯の有無の弁別（手がかり学習）と左右

の弁別（空間学習）に及ぼすNOS阻害薬（し

NAME）末梢投与の効果を調べた．いずれの課題の

習得に対してもNOS阻害は影響を及ぼさなかった

ことから，NOSの阻害は単純を空間的または視覚

的な分析を含む課題の習得または保持には，何ら影

響を及ぼさないと考えられる．

2．9 空間交替反応学習

Chen，Zhang，Zuo＆瀧ng（1997），およびZhang，

Chen＆Ⅶ血g（1998）は，Y迷路を用いた空間交替

反応学習に伴う脳内NOの変化を検討した．被験体

ほ見本期に一方のアームを提示され，報酬（水）を

得た．遅延時間後に被験体にアームの選択を行わ

せ，見本期に提示したアームと反対のアームを被験

体が選択した場合のみ，報酬を与えた．この訓練を

M一定期間行った後に，被験体の脳を取り出して調べ
ると，NOS活性の上昇およびNOの酸化物質である

nitrite量の増加がみられ（Chenetal．，1997），また

NO産生ニューロンの発現が上昇した（Zhang et

al．，1998）．それらの現象は訓練の中期よりも後期

の方がより明確に見られた．従って，この課題の訓

練によって，NO産生が増加したと推測される．こ

のように，学習の進行に伴ってNOS活性やNO由来

物質の量が変化したことから，NOは学習の習得過

程に深く関与している可能性があると考えられる．

以上に述べたように，学習・記憶におけるNOの

はたらきを検討した過去の知見をまとめると，NO

は嫌悪性刺激によって動機づけられた学習課題の習

得，および空間的学習課題の習得に関与することが

示唆される．また，作業記憶へのNOの関与につい

てはこれまでの研究の結果は一致しておらず，さら

なる検討が必要と思われる．

3．ラットの放射状迷路行動に及ぼすNOS阻害

薬L－NAMEの効果

3．1 目的

前節で述べたように，脳内のNOは様々な学習・

記憶に関与していると考えられる．このうち作業記

憶についてみると，過去の研究では，放射状迷路課

題をすでに習得したラットにNOS阻害薬しNAME

を末梢投与しても，その成績が阻害されなかった

（協mada et al．，1995）．しかし，3パネルランウェ
イを用いた研究では，すでに課題を習得したラット

の背側海馬にL－棚Eを投与すると，作業記憶課

題でのみ成績の低下が報告された（Ohno et al．，

1993）．従って，作業記憶には海馬のNO合成が必

要である可能性があるが，薬物の末梢投与によって

は海馬のNO合成が十分に阻害されず，それゆえ

協mada et al．（1995）の実験では学習成績への影響
が出現しなかったのかもしれない．そこで本実験で

は，あらかじめラットが学習した放射状迷路課題遂

行に対する，非特異的NOS阻害薬しNAMEの末梢

および海馬内投与の効果を検討した．また，ラット

の海馬におけるNOSの分布は，背側よりもむしろ

腹側海馬において，より多く見られるのでOinno

＆Kosaka，2002），本研究では背側のみでなく，腹

側海馬への薬物局所投与の効果も検討した．

3．2 全般的方法

被験体 8～16週齢のWistar－Imamichi系雄ラッ

トを用いた．実験開始時の体重は平均310g（SD＝

55g）であった．実験期間中は食餌制限を行い，餌

自由摂取時の80～90％の体重を維持した．永は自由

摂取とした．12：12時間の明暗サイクル（明期：8

時～20時）で飼育し，飼育室は24℃前後に維持され

ていた．

薬物 薬物は非特異的NOS阻害薬NG－nitro－し

argininemethylester（しNAME）を生理食塩水
（SAL）に溶解したものを用いた．

装置 灰色塩化ビニール製の高架式8方向放射状
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迷路を用いた．迷路は床から50cmの高さの中央プ

ラットフォーム（直径33．5cm）と，そこから放射

状に出た8本のアーム（60cmX12cm）から構成さ

れており，アームの先端には報酬の餌ペレットを置

くための円形の穴（直径3cm，深さ1cm）が空け

られていた．中央プラットフォームと各アームの間

は，高さ20cmの透明アクリル板製のギロチンドア

で仕切られており，実験者によって個別に開閉する

ことが出来た．アームの側壁の高さは3．5cmで，ギ

ロチンドアから12cmまでの部分のみ高さ11．5cmで

あった．実験室内にはドア，カーテン，机や色画用

紙など，迷路外手がかりとなるような視覚刺激が配

置され，これらほ実験期間中を通して同じ位置に保

たれた．

放射状迷路課題習得訓練 訓練に先立ち，食餌制

限，ハンドリングと装置馴化を行った．ハンドリン

グは各被験体5分ずつで3日間行い，引き続き3日

間の装置馴化を行った．全てのギロチンドアを上げ

た状態で，1日目と2日目は5匹の被験体を同時に

装置内に投入し30分間放置し，3日目は各被験体ご

とに15分間行った．それ以降の訓練で報酬として用

いる餌ペレットを，1匹あたりおよそ20個，中央プ

ラットフォームおよびアームの中央寄り部分に置

き，自由に摂取させた．

習得訓練では，報酬として45mgの餌ペレットを

8本のアームの報酬受け皿に1つずつ置いた．ラッ

トを中央のプラットフォームに入れ，すべてのギロ

チンドア（以下ドア）を上げて試行を開始した．

ラットの四肢が完全にいずれかのアームに入った時

点で1選択と見なし，ドアを下ろした．その後，

ラットが進入したアームのドアのみを上げ，ラット

が中央プラットフォームに戻るとドアを下ろした．

この状態で，5秒間中央プラットフォームに閉じこ

めた後，再びすべてのドアを上げ，次の選択を行わ

せた．ラットがその試行でまだ進入していないアー

ムに入り報酬を取ることを正選択とし，それ以外を

誤選択とした．1試行は8つのアームすべての報酬

を取り終える，16選択を行う，10分が経過するのい

ずれかまでとし，1日1試行行った．各試行の最初

の8選択中，7以上が正選択である試行が5回連続

することを，この課題の習得基準とした．

3ヨ3 実験1：しNAME腹腔内投与の効果

あらかじめ放射状迷路課題を習得したラットに

L－NAMEの腹腔内投与を行い，課題遂行に及ぼす

効果を検討した．

3．3．1 手続き

放射状迷路課題の習得基準に達したラットから順

に，薬物テストを行った．各試行の30分あるいは60

分前に薬物の腹腔内投与を行った．薬物条件は洛媛

（SAL）およびし棚E5，10，30，90m〆kgの5

条件であった．被験体はすべての薬物条件と投与時

間の組み合わせ，計10条件をランダム馴憤番で受け

た．薬物テスト間には，薬物無投与下の試行を行

い，最初の8選択中7以上が正選択である試行が2

回連続することを，次の薬物投与を行う際の基準と

して設けた．

3暮3▲2 結果と考察

薬物テストでの最初の8選択中の正選択数を

Fig．1Aに示す．いずれの薬物投与タイミング（30

分または60分前）でも，溶媒投与とその他のし

NAME投与との間にほとんど差が見られなかった．

2要因分散分析（ANOⅥ1）の結果，投与タイミン

グおよび薬物条件の効果はいずれも有意でなかっ

た．また，1試行あたりの誤選択数につし1てRg．1

Bに示す．溶媒60分前投与で誤選択数が増加してい

たが，2要因ANOVAの結果，投与タイミングおよ

び薬物条件の効果はいずれも有意でなかった．さら

に，1選択あたりの所要時間（ng．1C）について

も各条件での差はほとんど見られず，2要因

ANOⅥ1の結果，投与タイミングおよび薬物条件の

効果はいずれも有意でなかった．

以上のように，NOS阻害其の腹腔内投与は，あ

らかじめラットが習得した放射状迷路課題の遂行に

対し，有意な影響を及ぼさなかった．薬物の投与タ

イミングについては2つの条件を設け，このうち60

分前というのは，放射状迷路課題の習得を阻害した

もの（協mada et alリ1995；Zou et al．，1998）と同
じ条件であったが，いずれの条件でも選択反応や走

行時間に対する影響は認められなかった．この結果

は，協mada et al．（1995）の報告とも一致してお

り，すでに習得した放射状迷路課題の遂行には，

NOは必ずしも重要な役割を果たしていないことが

示唆される．しかし，腹腔内投与では，放射状迷路

課題遂行に重要な役割を担っていると考えられる，

海馬のNOSを十分に阻害しなかった可能性がある

ため，実験2および3では海馬内に薬物を局所投与

し，その効果を検討した．

3暮4 実験2：しNAME背側海馬内投与の効果

放射状迷路課題を習得したラットの背側海馬へ

しNAMEを局所投与し，課題遂行に及ぼす効果を

検討した．

3．4．1 手続き

放射状迷路課題の習得基準に達した被験体から順

に，背側海馬へ局所投与用のガイドカニューレ埋め
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Fig．1Performance of radialmaze task underi．p．

treatment of し棚E 30 0r 60min before

testing（Exp．1）．A：Mean number of correct

Choices（±S．E．M．）in the丘rst8choices．B：

Mean number of errors（±S．E．M．）．C：
Mean time spent per choice（±S．E．M．）．
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込み手術を行った．被験体を硫酸アトロピン

（0．05mg，i．p．）で前処置した後，ペントパルビター

ル（35mき沖g，i．p．）およびケタラール（10mg，i．m．）

で麻酔し，脳定位固定装置に固定した．払Ⅹinos＆

Ⅴねtson（1998）の脳地図に従い，AP：－3．8mm

（プレグマよ り），ML：±2．7mm，DⅥ－4．Omm

（骨表面より）にインジェクションカニューレの先

端がくるようにガイドカニューレを刺入し，頭蓋に

埋め込んだ補強用ネジとともに歯科用セメントで固

志した．

術後1週間の回復期間をおき，放射状迷路課題の

再習得訓練を行った．習得基準に達したラットから

順に，薬物テストを行った．薬物条件はSAL，し

N棚E20，40，80／∠少sideであり，被験体は全ての

薬物条件をランダムな順で受けた．ガイドカニュー

レにインジェクションカニューレを通し，マイクロ

シリンジポンプ（エイコム，ESP－32）を用い，試

行開始の10分前に流速0．5〃1血inで1．0〃1を両側海

馬へ局所投与した．薬物の拡散を促すため，イン

ジェクションカニューレを挿入したまま1分間放置

し，抜き去った．薬物テストの次の日から薬物無投

与下で試行を行い，最初の8選択中7以上が正選択

である試行が2連続することを，次の薬物テストを

行う際の基準とした．

行動実験終了後，被験体をペントパルビタール

（45mき沖g，i．p．）で深麻酔し，0．9％塩化ナトリウム

含有の0．02Mリン酸緩衝液180mlで前渡流した後，

10％フォルマリン300mlで港流固定し，脳を取り出

した．同固定液中でさらに数日間浸漬した後，20％

シュクロース溶液に約24時間浸し，クリオスタット

で40／∠mの前額断切片を作成した．クレシルバイオ

レットによるニッスル染色を行い，光学顕微鏡にて

インジェクションカニューレの刺入部位を確認し

た．

3暮4－2 結果と考察

組織学的検索の結果，インジェクションカニュー

レの刺入部位はFig．2Aに示す通りであった．すべ

てのラットでその先端は背側海馬内に位置している

ことが確認された．

薬物テストでの最初の8選択中の正選択数を

ng．3Aに，また誤選択数をRg．3Bに示す．し

NAME20および40／∠g投与で平均誤選択数の増加が

見られた．しかし，1要因ANOⅥ1を行ったとこ

ろ，いずれの測度についても薬物用量による有意な

差は認められなかった．さらにFig．3Cには1選択

あたりの走行時間を示すが，これについても薬物条

件間での有意な差は認められなかった．

以上のように，いずれの測度についてもL－

NAMEの背側海馬内投与は，放射状迷路課題遂行

に影響を及ぼさなかった．今回の実験で用いたし

NAMEの用量は，3パネルランウェイ課題（Ohno

etalリ1993）において遂行成績を低【Fさせた海馬内
投与の用量を上回っており，背側海馬における

NOS阻害の程度が不十分であったために，遂行成

績が低下しなかったとは考えにくい．実験3では，

NOSがより多く分布している腹側海馬にしNAME

を投与し，その効果を検討した．
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Rg．2 Frontalsections showing tbelocations of tips ofinjection cannulae at the dorsal（A）and

Ventralhippocampus（B）．The numbers beside each section show the anteroposterior distance

（mm）なom bregma．

3t5 実験3：しNAME腹側海馬内投与の効果

放射状迷路課題を習得したラットの腹側海馬へ

し棚Eを局所投与し，課題遂行に及ぼす効果を

検討した．

3暮5．1 手続き

習得基準に達した被験体から順に，腹側海馬へ局

所投与用のガイドカニューレ埋め込み手術を行っ

た．実験2と同様の手続きで，托Ⅹinos＆Ⅵねtson

（1998）の脳地図に従い，AP：－5．5mm（プレグマ

より），ML：±4．5mm，DⅥ－8．4mm（骨表面よ

り）にインジェクションカニューレの先端がくるよ

うにガイドカニューレを別人し，固定した．

術後1週間の回復期間をおき，実験2と同様の手

続きを用いて薬物テストと組織学的検索を行った．

3，5．2 結果と考察

組織学的検索の結果をRg．2Bに示す．インジェ

クションカニューレの別人部位は，すべてのラット

で腹側海馬内に位置していた．

薬物テストでの最初の8選択中の正選択数を

Rg．4Aに，誤選択数をRg．4Bに示す．正選択数は

冬用量でほとんど変わらず，またしNAME20およ

び80／ノg投与で誤選択数の増加が見られたが，薬物

条件を要因とする1要因ANOⅥ1の結果，いずれの

測度でも有意な差は認められなかった．さらに，1
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選択あたりの走行時間（ng．4C）については，し

NAME投与条件で走行時間がやや増加したが，1

要因ANOⅥ1の結果，薬物条件間での有意な差は認

められなかった．

L－NAMEの腹側海馬内投与は，あらかじめラッ

トが習得した放射状迷路課題遂行に有意な影響を及

ぼさなかった．NOSは腹側海馬により多く分布し

ていると報告されているがけinno＆Ⅹosaka，

2002），この部位のNOSを両側性に阻害しても，放
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射状迷路課題遂行は阻害されなかった．従って，腹

側海馬でのNOは，すでに習得した放射状迷路課題

の遂行には重要な役割を担っていないことが示唆さ

れた．T迷路を用いた遅延交替反応学習は，ラット

が直前の試行での自らの反応を一時的に記憶し，そ

の情報を利用しなければならないので，作業記憶課

題の一つといえるが，この課題の遂行に腹側海馬の

イボテン酸損傷は効果がなかった（Hock＆
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Bunse沸1998）．従って，腹側海馬は作業記憶課題

の遂行には関与していないことが考えられ，実験3

の結果は，放射状迷路課題の作業記憶にも腹側海馬

が関与しないことによるのかも知れない．

3．6 総合考察

実験1～3において，あらかじめラットが習得し

た放射状迷路課題の遂行に対するし仙Eの末梢

および海馬内投与の効果を検討した．その結果，末

梢投与および背側・腹側海馬内投与のいずれも，こ

の課題の遂行成績に有意な影響を与えなかった．本

研究では，末梢投与，海馬内局所投与とも，他の研

究において学習・記憶阻害効果が見られたし

NAMEの用量と同じあるいはそれ以上の用量を用

いており，NOSの阻害が不十分であったために，

遂行阻害効果が現れなかったとは考えにくい．ま

た，海馬内においてNOSは背側部と比較して腹側

部により多く分布しているがひinno＆Kosaka，

2002），腹側海馬へのL－NAME投与によっても，放

射状迷路課題の遂行が阻害されなかった．従って本

研究の結果から，すでに習得した放射状迷路課題の

遂行に，脳内NOの合成が必ずしも必要ではないこ

とが示唆された．放射状迷路課題を用いて，NOS

阻害薬の効果をみたこれまでの研究ではすべて，課

題の習得に対して阻害効果が認められており

（池mada et al．，1995；Noda et al．，1997；Zou et

alり1998），習得後の遂行に対しては有意な影響を

示していないことは，この考え方と小致するもので

ある．

作業記憶課題の一つと考えられる3パネルラン

ウェイ課題の遂行に対して，し棚Eの背側海馬

内投与は成績の低下をもたらした（Ohno et al．，

1993）．一方，本研究では放射状迷路課題の遂行に

対して，しNAMEの末梢投与，海馬内投与はいず

れも遂行阻害効果を持たなかった．本研究で用いた

放射状迷路課題は，習得に平均12．8試行を要したの

に対し，3パネルランウェイ課題でほ20－30セッ

ション（120…180試行）を要している．この点で，

同じ作業記憶課題ではあっても，放射状迷路課題は

3パネルランウェイ課題より難度が低く，しNAME

の学習阻害効果を十分に検出することが出来なかっ

た可能性も残される．

また，3パネルランウェイ課題は廊下式の直線走

路であり，ラットが遂行において空間的な情報にほ

とんど依存しないのに対し，放射状迷路課題は装置

周辺の空間的情報を用いて遂行される．空間的情報

の処理が要求される他の課題として，モリス永迷路

課題があげられるが，この課題では，習得期間中の

NOS阻害薬投与は学習を遅らせるが，習得彼の投

与は課題遂行に影響を及ぼさなかった（Cbapman

et al．，1992；Bannerman，et alリ1994a；H61scher et

al．，1995；Prendergast et al．，1997；Blokland et al・，

1999）．従って，NOは空間情報に依存する課題の

習得後の遂行では要求されないような，何らかの要

因に関与している可能性が考えられる．NOが学

習・記憶のどのような側面に関与しているのかにつ

いて，今後のさらなる検討が必要である．
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