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研究成果の概要：マウスの小脳依存性学習における一酸化窒素（NO）の役割を、複数の学習パ

ラダイム（ロータロッド試験、瞬目反射条件づけ）を用いて調べた。特にロータロッド試験の

実験結果から、記憶が成立するためには脳内 NO 濃度が一定範囲に保たれる必要があることが

示唆された。また、野生型マウスの聴力（聴性脳幹反応）の加齢的変化を長期（～90 週令）に

渡って調べた。老化促進マウス（SAM）の聴性脳幹反応についても調べた。 
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１．研究開始当初の背景 

一酸化窒素（NO）は様々な動物種で情報
伝達分子として働く。近年では学習記憶の
素過程と考えられる小脳長期抑圧や海馬長
期抑圧に関与する可能性も示唆され、学習
記憶行動における NO の役割が特に注目さ
れている。実際にこれまで多くの動物種に
おいて、学習記憶行動が NO 合成酵素阻害
剤により抑制され、逆に NO 放出剤により
増強されることが知られている。さらに老
齢ラットにおいては大脳皮質および線条体
における NOS 含有細胞数の減少や、小脳に
おける NOS 活性の低下が報告されている。 

しかしながら、NO は脳高次機能や老化
による記憶障害のメカニズムに深く関わる
ことが示唆されているものの、存在寿命が
短い上に産生濃度も少ないこともあり、確
実な NO 濃度測定法が確立されていないと
いう根本的な問題がある。そのため生体内
での詳しい NO 動態については未だ不明な
ところが多く、その生理学的役割について
は解明されていない。近年の学習記憶行動
における NO の役割を調べた論文間に矛盾
した報告が多々見られるのも、主に NO 動
態の知見不足によるところが大きいと考え
られる（実際に脊椎動物の in vivo 脳での
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NO 測定例は国内外を通じてほとんど報告
されていない）。これらの問題解決のために
は生体内 NO 測定法の確立および NO の生
理学的役割を解明するのに相応しいモデル
学習系が強く求められる。 
 
２．研究の目的 
 マウスの記憶学習行動における NO の生理
学的役割を調べるため、主に以下の３つの実
験を行った。 
（1）小脳依存性学習（ロータロッド試験、
瞬目反射条件づけ）における NO 関連試薬の
影響 
（2）野生型マウスおよび老化促進マウス
（SAM）における聴性脳幹反応の測定 
（3）NO センサー法による脳内 NO 濃度測定 
 
３．研究の方法 
（1）小脳依存性学習（ロータロッド試験、
瞬目反射条件づけ）における NO 関連試薬
の影響 
 オスの野生型マウス（12、40、100 週令）
にロータロッド試験を行った。次に 12 週令
のマウスに、NO 合成酵素阻害剤 L-NAME
または NO ドナーNOR4 を腹腔投与してロ
ータロッド試験を行った。また、40 週令の
マウスに NOR4 を腹腔投与して、同様の試
験を行った。 
 オスの野生型マウス（10 週令）に、神経
型 NO合成酵素阻害剤 7-NI を投与して瞬目
反射条件づけを行った。7-NI は条件付け 1
～7 日目の開始前に皮下注射により投与し
た。 
（2）野生型マウスおよび老化促進マウス
（SAM）における聴性脳幹反応の測定 
野生型マウスや老化促進マウス SAM を用

いて老化や神経変性疾患における瞬目反射
条件づけ学習障害を調べる際、この学習パラ
ダイムでは条件刺激として音刺激を用いる。
そのため学習実験に用いる動物種の聴力低
下の有無を調べることは重要である。そこで
野生型マウスの老化に伴う聴力変化を調べ
るため、聴性脳幹反応（ABR）の経時的変化
を長期（～90 週令）にわたって調べた。また、
老化促進マウス SAM（SAMP8）についても、
同様に聴性脳幹反応を測定した。 
（3）NO センサー法による脳内 NO 濃度測定 
 野生型マウスの脳ホモジナイズ液を作製
し、NO 濃度の測定を行った。 
 
４．研究成果 
（1）小脳依存性学習（ロータロッド試験、
瞬目反射条件づけ）における NO 関連試薬
の影響 
 12 週令の若いマウス、40 週令の中年マウ
ス、100 週令の老齢マウスにロータロッド
試験を課したところ、12、40、100 週令共

に試験回数が増えるに伴って、ロッド上に
滞在できる時間が長くなっていった（図 1）。
試験 5 日目の滞在時間を比較してみると、
週令と滞在時間には反比例していた。これ
は加齢による運動能力の低下によるものと
思われる。また、100 週令のマウスは試験
後、非常に消耗しており、NO 関連試薬の
投与は大きな負担となると考えて行わない
ことにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．各週令におけるロータロッド試験 

 
 12 週令のマウスに各日の試験開始前に
NO 合成酵素阻害剤 L-NAME を投与すると、
コントロール群に対してロッド滞在時間が
短かかった（学習が障害されていた、図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．ロータロッド試験における NO 関連
試薬の影響（12 週令） 
 
NO ドナーを投与した群では、興味深いこ
とに学習初期（1～3 日）にはわずかではあ
るが学習が障害されていた。NO ドナーを
投与した場合、脳内の NO 濃度は上昇して
いるはずであるが、L-NAME を投与して脳
内 NO 濃度が減少している場合と同様に学
習が妨げられた。これらの結果は一見矛盾
しているが、ロータロッド学習が成立する
ためには脳内 NO 濃度が一定範囲に収まっ
ている必要があると考えると説明がつく。
さらに興味深いことに、40 週令のマウスに
NOR4 を投与して学習を行うと、コントロ
ールに比べて、学習が大きく傷害された（図
3）。12 週令のマウスの結果とあわせて考え
ると、過去の報告にあるようにマウス脳内
の NO 濃度環境は週令を経るごとに変化
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（おそらく減少）しており、それに伴って
NO 標的細胞の感度も変化（逆に増加）し
ている可能性が示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．ロータロッド試験における NO 関連
試薬の影響（40 週令） 
 

瞬目反射条件付け直前に野生型マウスに
7-NI を皮下投与して学習を施したところ、非
投与群との間には大きな差は見られなかっ
た。 
 
（2）野生型マウスおよび老化促進マウス
（SAM）における聴性脳幹反応の測定 
野生型マウスにおいて、低周波数の音刺激

（1 kHz のトーン音刺激、瞬目反射条件づけ
の条件刺激として用いる音刺激と同じ条件）
を用いた場合では、9～60 週令でほとんど閾
値（＝聴力）に差はなかった（約 50 dB、図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．マウス聴性脳幹反応の加齢による変化 
 
それ以上の週令では聴力は徐々に低下して
いた（60 週令…約 70 dB、70～90 週令…約 80 
dB）。また、比較的高周波数の音刺激の場合
（10 kHz のクリック音刺激）、加齢に伴って
徐々に聴力が低下していた（9 週令…約 30 dB、
30～50 週令…約 45 dB、60 週令…約 60 dB、
90 週令で約 70 dB）。これまで老化マウス（85
～90 週令）では、瞬目反射条件づけ（音刺激
として 85 dB の音刺激を使用）において重度
の学習障害が見られることがわかっている。 

SAMP8（10 週令）の ABR 応答を調べたところ、

野生型マウス（9 週令）との間に有意な差は見ら

れなかった（図 5）。過去の報告では、10 週令の

SAMP8 は瞬目反射学習ができないが、この障害は

聴力低下によるものではなく、老化に伴う脳機能

の障害に依存するものであることが確認できた。 
以上の結果より、野生型老化マウスや

SAMP8 が 80～85 dB の音刺激に応答してい
たことから、従来報告されている野生型老化
マウスや SAM の学習阻害は聴力自体の低下
によるものではなく、記憶に関わる脳機能の
障害によるものであることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．老化促進マウス SAM の聴性脳幹反応 
 
（3）NO センサー法による脳内 NO 濃度測定 
 NO センサーを生理食塩水中で安定させて
おき、野生型マウスの脳ホモジナイズ液を添
加したところ、NO 濃度が上昇した（ピーク
濃度…0.3～1.0 μM）。この結果から、NO セン
サー法がマウス脳内 NO 濃度測定に有用であ
ることが示された。 
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