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研究成果の概要（和文）：サルの瞬目反射条件付け（EBC）に伴う神経活動変化のPETによる検出を試みた。まず、サル
のEBC計測システムを初めて開発した。この系を用いて、サルでは覚醒レベルにかかわらず潜在学習が行われることを
初めて示すことができた。並んで、EBCに必須のカンナビノイド受容体サブタイプ１（CB1R）のPETイメージングを目指
して、CB1R特異的PETリガンド[11C]CB-119の前駆体を合成した。これをサルに投与して、PET画像を取得し、得られた
画像がCB1Rの活動を反映したものであることの検討を行った。しかし、サルおよびPET試薬が高価であるため、十分な
量の実験を行うことができず、今後の課題となった。

研究成果の概要（英文）：We developed a system which enables us to measure eyeblink conditioning in a 
monkey species (Macaca mulatta) with a brain size suitable for PET imaging. Eyeblinking was monitored 
simultaneously by orbicularis oculi electromyographic measurements and a high-speed camera. This system 
based on the two different principles yielded an interesting finding that the probability of observing a 
conditioned response in a given trial was not influenced by whether the monkeys closed their eyelids just 
before conditioned stimulus, suggesting that this memory could be expressed independently of wakefulness.
 We tried to gain PET imaging using a selective agonist cannabinoid-1 receptor tracer [11C]CB-119. 
However, the attempt was not completed due to the limited availability of expensive animals and PET 
ligands. Nevertheless, this study presents a novel system for cognitive assessment in monkeys that will 
be useful for elucidating the neural mechanisms of implicit learning in nonhuman primates.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
瞬目反射条件付け (eyeblink conditioning, 

EBC) は、関与する神経回路が脊椎動物の学
習系として最も詳細に同定されているもの
である。それを裏付ける知見のほとんどは、
脳の部分的損傷実験、あるいは脳機能分子の
ノックアウトによる「破壊実験」の結果に基
づいており、実際に学習の過程でどこの部位
がどのように活動しているのかについては
ほとんど検証されていない。すなわち、破壊
実験法においては、脳のある領域を破壊後に
も学習が可能であることが示された場合、そ
の領域は学習に必須ではないと結論される
が、intact 動物が学習するときにその領域を
使っていないという証拠にはならない。一例
を挙げると、遅延瞬目反射条件付け（delay 
eyeblink conditioning）は海馬が無くても可能
であるが、intact 動物が遅延条件付け学習を
行っているときに海馬が活発に活動してい
ること（電気生理学的知見）、また、変調を
来した海馬の存在は学習を妨げることが示
されている。従って、「破壊実験」のみでは
学習・記憶の神経機構を解明することはでき
ず、動物が学習を行うときに脳のどの部位が
どのように活動しているかを観測すること
が必須である。 
学習中の動物の脳内神経活動を非侵襲的
に計測する方法としては電気生理学的方法
があるが、これは、特定の領域の少数の神経
細胞活動を記録するものであり、より広範な
神経回路レベルの活動の計測は不得意であ
る。これに対し、近年発展が著しい 3次元イ
メージング法である、機能的MRI（functional 
magnetic resonance imaging ） と PET
（positron emission tomography）が有用性を
増しつつある。PETの方が高感度であり、目
的にかなうが、装置が大掛かりであり、設置
されている施設も数少ない。中でもサル用の
PET装置を備えているのは、浜松ホトニクス
社のみである。本研究の開始前に、浜松ホト
ニクス社に対して研究意義や方法を説明し、
協力を得られることとなった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、アカゲザルを対象として、学習を
行うときに脳のどの部位がどのように活動
しているかを観測することにより、学習・記
憶の神経基盤を解明しようとするものであ
る。動物個体の脳の活動を非侵襲的に計測す
る方法として、陽電子放射断層撮影法
（Positron Emission Tomography, PET)は優
れている。そこで、浜松ホトニクス社の PET
の専門家と協議した結果、脳のサイズの大き
いサルを対象とすれば、瞬目反射条件付け
（eyeblink conditioning, EBC）の学習の獲得、
消去、再学習などに伴う脳内活動変化を検出
できる可能性があると推察されたので、本研
究を開始した。 
 
３．研究の方法 

（１）サルに対する瞬目反射条件付けシステ
ムの確立 
無麻酔のサルに、EBCを行うことができる
実験システム（ハードウェア、ソフトウェア）
を開発する。 
（２）PETイメージングとして、どのような
PET プローブを用いて何を観ればよいか過
去のデータ等を検討した結果、EBCに必須の
分子である、カンナビノイド受容体サブタイ
プ１（CB1R）に対するアゴニストをプロー
ブとして、CB1Rの活動を観測することとし
た。実験は、浜松市の浜松ホトニクス株式会
社 PETセンターにて行う。 
 
４．研究成果 
（１）1年目（平成 24年度） 
まず、我々はアカゲザル（Macaca mulatta）
を対象とした「瞬目反射条件付け（EBC）課
題遂行中のサル脳内 PET計測システム」を独
自に開発した。このシステムを用いて、無麻
酔のアカゲザルに対して瞬目反射遅延条件
付 け 実 験 法 を 確 立 し た 。 条 件 応 答
(Conditioned Response, CR)としての瞬目の
検出には、鈴木（浜松ホトニクス）らが開発
した高速ビデオカメラを用いた「Intelligent 
Vision Sensor」法と、岸本（徳島文理大学）・
山本（浜松ホトニクス）らが開発した、瞼の
筋電位を測定する方法 (Kishimoto et al., 
2001)を比較し、それぞれの特長を明らかに
した。具体的には、両方法とも再現性良く条
件応答（CR）を検出できたが、筋電位方式の
方が EBC をより鋭敏（より早期）に検出で
きた。このシステムを用いて、これまで全く
報告の無かった「サルの delay eyeblink 
conditioning」に初めて成功した。すなわち、
瞬目反射遅延条件付けを 4匹のアカゲザルに
対して行い、十分な検討を加えて、信頼性の
高いデータ取得に成功した。これらの結果は、
平成 25 年 6 月に開催された日本神経科学学
会大会にて発表を行ない、多くの聴衆を得た。 
また、PETによる神経伝達物質受容体イメ
ージングの準備を行った。我々は、げっ歯類
において瞬目反射条件づけの学習成立に重
要であることが示されている、内在性カンナ
ビノイド（エンドカンナビノイド）シグナリ
ング(eCB)に特に着目した。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 eCB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 eCB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)。eCB の役割をサルで確



かめ、これがサルにおいても EBC に重要で
あることがわかれば、脳内で eCBの PETプ
ローブで学習前後の受容体の機能変化を明
らかにすることが可能であると考えた。
CB1R を介したカンナビノイド信号系が
EBC 遅延課題に必須であることは、
CB1R-KO マウスを用いた岸本らの実験等に
より明らかにされており、社会的重要性も高
い(Kishimoto and Kano, 2006)。そこで、本研
究では、CB1Rを対象として、瞬目反射条件
付け（EBC）課題遂行中のサル脳内 PET 計
測を確立するために、CB1R特異的な PETリ
ガンド、[11C]CB-119 の前駆体の合成を行っ
た。これをサルに投与して、PET画像を取得
し、PET画像取得の最適条件を検討した。 
  
（２）2年目（平成 25年度） 
昨年度に確立した「サル瞬目反射条件づけ
システム」を用いて得られたデータを詳細に
解析した。この学習では、拘束された上で報
酬が与えられるわけではなく、何ら自発的な
行動も取る必要もないので、サルは条件づけ
実験中、しばしばまどろむことがあったが、
我々はあえてサルを起こさずにそのまま実
験を続行した（通常の人間の学習実験であれ
ば被験者を起こすか、実験を中止する）。そ
の結果、我々はサルが明らかにうとうととし
ている状態（目を閉じている状態）であって
も、CS が与えられると瞼がぴくりと動く現
象(CR)が頻繁に生じることに気づいた。そこ
で、さらに我々は、CS を与える直前にサル
が目を閉じていたか否かで、CR の発現率に
変化があるかどうかについてデータを再調
査することにした。結果として、驚くべきこ
とに、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）。この結
果は、覚醒レベルにかかわらず潜在学習が発
現されることを初めて示したものであり、顕
在記憶と潜在記憶を分ける意識の境界線が
アウェアネスの有無にあるという従来の定
説に、ある意味再考を促すものとなった。こ
の結果を受けて、我々はさらにサルを多数使
っての行動実験に進もうとしたが、本研究は、
浜松市の浜松ホトニクス（株）の研究協力者
と私どもの共同研究であり、実験は、研究分
担者等が浜松市に出張して、1 週間から 10
日間連続で行う必要がある。そのため、浜松
ホトニクス（株）の研究協力者と当方の都合、
及び、サルの供給状態の 3拍子揃ったところ
で実験を開始する必要があるが、当該年度は
その条件が整わず、残念ながら、これ以上は
実施されずに終了した。その間、これまでの
データの整理と論文原稿執筆を行い、また、
本研究の基盤となる実験を、マウスを用いて
行った。具体的には、マウスに対して、学習、
および消去試行を繰り返すことにより、何度
もほぼ同一の学習-消去曲線が得られること
と、CB1RアンタゴニストであるRimonabant

の投与は、この繰り返しの学習試行における
CR 獲得を再現性良く障害させることを明ら
かにした。 
 
（３）3-4年目（平成 26，27年度） 
高速ビデオカメラ方式により、まどろみ状
態のサルにおいても、明確に開眼している状
態と同様に EBC が行われることを発見した
結果を、国際学術誌である PLOS ONEで発
表した(Kishimoto et al., 2015)。本成果は、一
般新聞紙上でも紹介された（睡眠学習も夢じ
ゃない!？ 読売新聞 2015年 9月 8日、サル
睡眠中も条件反射解明 毎日新聞 2015 年 7
月 7日）。 

EBC に必須の分子であるカンナビノイド
受容体サブタイプ１（CB1R）の PETリガン
ド[11C]CB-119 の前駆体を合成し、その PET
画像を取得したものの、それが CB1Rに特異
的な画像であることを示す必要がある。
CB1Rのアンタゴニストを用いて、その結合
サイトの特異性の検討を行ったが、十分な特
異性を得ることができず、これ以上の PET
計測実験の進展には、大量の実験を必要とす
ることが判明した。そこで、サルの薬理実験
に注力することにしたが、これらの実験にお
いても、マウスのように多数の動物を利用す
ることは困難（使用できるサルの例数には限
りがある）であることから、同一サル個体に
繰り返し条件づけを行うことのできるパラ
ダイムを探索した。その結果、5 回の学習試
行-５回の消去試行を繰り返しても再現性よ
く、ほぼ同一の学習曲線を得ることを確認で
きた。また、CB1 受容体拮抗薬である
Rimonabant の投与は、それぞれの学習過程
で障害を及ぼすことが確認された。本結果よ
り、サルでも EBCに eCBが重要な役割を担
っていることが示唆された。 
ところで、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
かではなかった。そこで、eCB の EBC にお
ける分子メカニズムをさらに明らかにする
意図のもと、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(MGL)を欠損
させたノックアウトマウスで、瞬目反射条件
づけを解析した。その結果、MGL KOマウス
では、学習曲線に影響は見られなかったもの
の、消去に抵抗性が見られることが判明した。
また、薬理学的に 2-AG 合成酵素を失活させ
ても同様に、瞬目反射条件づけ遅延課題の消
去に障害が生じた。これらの結果は、少なく
とも EBC の学習機構の少なくとも一部の過
程に、2-AG が内在性カンナビノイドとして
はたらいていることを示すものとなった。こ
の結果の一部は、国際オープンアクセス誌に
発表済みであり (Kishimoto et al., Front. 
Behav. Neurosc. 2015)、今後サルでも、内在
性カンナビノイドとしての 2-AG の学習にお



ける寄与を確かめる契機となると考える。 
 
（４）結論 
 サルの EBC 実験系の開発に初めて成功し
た。この系を用いて、サルの覚醒レベルにか
かわらず、潜在学習が行われることを初めて
示すことができた。サル及び PETプローブが
高価であることから、同一個体で繰り返し実
験が可能である実験系を模索し、EBC の消
去・再学習の繰り返し実験が有望であること
を示した。しかしながら、当初の目標の達成
にはさらに大量の実験を行う必要があり、こ
れは、本研究で利用可能なリソースを大きく
超えるもので、今後の課題である。 
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