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研究成果の概要（和文）：瞬目反射条件づけを学習系として、学習獲得および発現に対する覚醒状態の役割につ
いて解析を行なった。サルにおける実験では、覚醒レベルにかかわらず潜在学習が発現されたのに対し、マウス
では覚醒状態と瞬目反射条件づけの条件反射の発現の間に明瞭な相関関係があることが明らかとなった。また、
周囲への知覚や注意の度合いが学習の獲得と発現に強く関連していることも示した。各種モデル動物をこの実験
系に適応することにより、脳神経疾患を克服する治療戦略の開発に繋げる方法論の開発を試みた。この過程で、
MGLやMDGA1, MDGA2などの機能分子の脳高次機能における生理機能を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：By using eyeblink conditioning, we analyzed the role of awareness/attention 
on learning acquisition and expression. Experiments in monkeys revealed that latent learning 
occurred regardless of arousal level, whereas in mice, there was a clear correlation between the 
arousal state and the expression of conditioned eyeblink responses. We also showed that the 
perception of surroundings and the degree of attention were strongly correlated with acquisition and
 expression of learning. By adapting various model animals to this experimental system, we attempted
 to develop a methodology leading to the development of a therapeutic strategy to overcome 
neurodegenerative diseases. In this process, we were able to elucidate the physiological role of 
monoacylglycerol lipase, MDGA1, and MDGA2 in the higher brain functions.
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１．研究開始当初の背景 
従来の記憶の生物学的研究では、通常内的環
境としての意識を切り離して解析が進めら
れてきた。例えば、遺伝子改変マウスを用い
た学習実験では、通常、訓練時にも評価時に
も、被験動物を覚醒させた状態で行い、また
通常、課題遂行中の注意の度合いについても
議論の俎上から外す。研究代表者は主にマウ
スを実験動物として、「瞬目反射条件づけ」
を中心に記憶学習の分子機構について 20 年
近く一貫して研究してきた。瞬目反射条件づ
けとは、音を条件刺激(CS)、眼瞼への刺激を
無条件刺激(US)とした時、両刺激の組み合わ
せにより音を聴いただけで瞬きの条件応答
(CR)が出現する様になるパブロフ型の連合
学習である。CS と US の時間間隔によって、
潜在的学習か顕在的学習のいずれにもなる
という特性も持つ。 
 
２．研究の目的 
瞬目反射条件付け等の各種行動課題を指標
として、学習の獲得および発現に対する「覚
醒や注意といった•意識状態」の役割•寄与を
明らかにすることを目的として研究を開始
した。マウス、サル、それぞれの動物種の利
点を生かし、意識状態が学習に対する与える
影響について、分子から個体までのレベルに
わたった統合的な理解を目指した。なお、意
識状態の評価には、瞼の開眼状態、脳波計測
法等を使用する。さらに、モデル動物をこの
実験系に適応することで、意識と学習の分子
基盤との相関を明らかにし、アルツハイマー
病(AD)、統合失調症、自閉症に代表される、
(広義の)意識障害や意識変容を症状とする脳
神経疾患を克服する治療戦略の開発に繋げ
ることをも目指した。 
 
３．研究の方法 
モンキーチェアにサルを座らせ、高速ビデオ
カメラ法と眼輪筋（ orbicularis oculi 
muscle）の筋電図（EMG）法を組み合わせる
ことによって、サルの瞼の動きを定量的かつ
高感度に検出する方法を確立した。さらに CS
としてスピーカーからの音刺激と US として
の空気刺激の両刺激をコンピュータで出力
制御することで条件づけシステムを構築し
た。なお、ビデオカメラ法は瞼の位置を物理
的にトラッキングする方法であり、本システ
ムでは 1 kHz という非常に時間解像度に優れ
たセンサーを利用することで微細な瞼の動
きを捉えることを可能としている。またカメ
ラで取得される眼の画像の解析により、動物
の覚醒の度合いも判定することも可能であ
る。一方、眼輪筋の筋電図法は、瞬目の主動
筋である眼輪筋の筋電位を捉えるもので、非
常に有効で感度の高い瞬目の検出法と考え
られている。サルにこの方法論を導入するに
あたっては、左下眼瞼と外眼角部の体毛を剃
り肌を露出し、この部位に銀皿電極を装着す
ることで解決を見た。マウスにおいては、頭

部にコネクタを固定し、瞼裏に電極を埋め込
む眼輪筋の筋電位を取得し、これを学習行動
の測定に用いた。また、覚醒状態は、ビデオ
カメラによる瞼の状態および、EEG/EMG シス
テム(PINNACLE technology Inc.)による脳波
測定により判定を行なった。睡眠/覚醒状態
判定は、脳波が覚醒(W)、徐波睡眠 (S)、レ
ム睡眠 (R)のいずれかにあるかを判断して
行った。 
 
４．研究成果 
サルにおける実験では、瞼を閉じていても完
全に瞼が開いていても、学習が再現する頻度
には全く違いがないことが明らかとなった
（むしろ閉眼中の学習率の方が高い傾向に
さえあった）(図 1)。この結果は、覚醒レベ
ルにかかわらず潜在学習が発現されること
を示したものである。一方、野生型マウスに
おいては、睡眠状態と判定された時間におけ
る試行では、覚醒状態と判断される時間に比
べ、学習（条件反射）の発現が明らかに抑え
られることが明らかとなった(p =0.021)。こ
の違いは動物種差によるものかもしれない。 

 
図 1 サルにおける覚醒度合と学習率との関係 
 
また、試行中に外部から CS とは異なるブザ
ーで動物に対して環境に対する注意を喚起
すると、瞬目反射条件付けの学習率が高くな
るという現象を観察し、周囲への知覚•運動
的意識(注意)の度合いが学習の獲得と発現
に強く関連していることを示した。 
 
なお、本実験系を、様々な神経疾患モデルマ
ウスに適応するに当たって、認知機能や社会
性といった行動学的解析自体に重要な知見
を得る可能性が生じたため（さらには人を利
用した研究に困難が生じたため）、一部当初
予定を変更し、各種疾患モデルマウスに対し、
瞬目反射条件づけをはじめとして詳細な認
知機能解析を行なった。その結果の一部を以
下に記載する。 
 
1) 2­AG 分解酵素モノアシルグリセロールリ
パーゼ欠損マウスにおける課題依存 性学習
障害  脳マリファナの成分であるカンナビ



ノイド系に関する生物学は近年大きく進展
し、カンナビノイド系に作用する薬剤は様々
な病態への治療薬として期待されている。生
体内には内在性カンナビノイド(エンドカン
ナビノイド)が結合する CB1 と CB2 の２種類
の受容体が存在する。このうち CB1 受容体を
介したエンドカンナビノイドシグナリング
が、様々な行動や学習、特に海馬依存性の記
憶の消去に重要である事がこの 10 年余の研
究で明らかにされてきた(たとえば、脳内エ
ンドカンナビノイド系は恐怖条件づけ実験
で不快記憶の消去を促進させる方向に働く。
そのことから CB1受容体を賦活する薬剤が恐
怖症、PTSD などの不安障害治療薬として期待
されている)。内在性カンナビノイドの代表
的な候補に、アナンダミド(anandamide)と 2-
アラキドノイルグリセロール(2-AG)がある。
しかしながら、実際にどちらが、記憶学習に
重要な役割を担っているかについては明ら
かでなかった。そこで、2-AG を分解する酵素
であるモノアシルグリセロールリパーゼを
欠損させたノックアウトマウスで、自発活動
性と併せ、５種類の海馬依存性課題、1)新規
物体認知記憶試験、2) 文脈性恐怖条件づけ、
3) モリス式水迷路試験、4)瞬目反射条件づ
け痕跡課題, 5) 水探索試験、を解析し、海
馬記憶における 2-AG の役割を明らかにする
事を目的とした。行動解析の結果、２−AG が
海馬依存性の各種課題において、様々な課題
依存性の役割を担っていることを明らかに
できた(Kishimoto et al., 2015 Front. Behav. 
Neurosci.)。  

 

2) MDGA1 および MDGA2 mutant mice の行動解
析 
MDGAs (MAM-domain containing 
glycosylphosphatidylinositol anchors)は、
免疫グロブリンスーパーファミリーに属す
る GPIアンカー型の細胞外タンパク質であり、
MDGA1 と MDGA2 の２種のファミリー分子より
なる。MDGA1 は大脳皮質や海馬など、認知機
能に重要な脳領域で強く発現し、神経細胞の
位置やシナプス形成を制御していることが
明らかとなっている。一方、MDGA2 はその機
能の解析があまり進んでいないが、MDGA1 よ
りも広い脳領域で発現が見られる。また、近
年のゲノム解析により、自閉症スペクトラム
障害や統合失調症の患者において MDGA1の遺
伝子の変異が見られることから、精神•認知
機能に MDGAsが重要であることも示唆されて
いる。しかしながら、MDGAs の遺伝子変異が、
行動をどのように変化させるかについては、
未だ報告がない。そこで本研究では、MDGA1
および MDGA2のノックアウト(KO)マウスを用
いて、各 MDGAs の遺伝子欠損でどのような行
動変化が実際に生じるのかを、特に社会的行
動に焦点を当てて解析した。その結果、MDGA1 
KO マウスでは、空間学習をはじめとした海馬
学習に障害が見られるとともに、瞬目反射条
件づけの学習獲得にも障害を呈すことを明

らかにした。また、MDGA2 heteroマウスでは、
非社会的刺激物に対する関心に変化はなか
ったが、社会性認知試験において、刺激マウ
スとの交流時間の減少が見られ、この結果か
ら、MDGA2 は社会性機能に重要な役割を持つ
ことが示された。さらに MDGA2 ヘテロマウス
では、瞬目反射条件づけにおける条件反射の
タイミングに撹乱が観察された。これらの結
果は、ある種の精神・認知疾患（例えば自閉
症スペクトラム障害）で見られる症状（社会
的相互交渉やコミュニケーション能力障害）
と一致する行動をモデル動物で再現し、
MDGAs が正常な社会的行動に重要な役割を果
たしていることを強く示唆するものである。 
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