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要旨 

本研究の目的は、精神・神経疾患研究や発達神経毒性研究に広く応用可能な、新たな

マウス認知行動試験系の確立にある。このため、ヒト遂行機能試験を応用し、マウス

における高次脳機能指標としての「行動柔軟性」の解析を可能とする試験系「Spatial 

Anticipation Task」を作成した。これをセロトニン欠乏モデルマウス、2 種類の AD/HD

様発達障害モデルマウス、および周産期化学物質曝露マウスの解析に適用したところ、

この試験では、マウスにおける行動柔軟性、さらには社会性を含む高次脳機能異常を、

高い検出力と科学的信頼性・妥当性をもって解析できることが明らかとなった。 
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略語一覧 

（アルファベット順） 

 

AD/HD: Attention deficit/hyperactivity disorder 

ANOVA: analysis of variance 

AhR: aryl hydrocarbon receptor 

ACC: anterior cingulate cortex 

AcbC: nucleus accumbens core 

BLA: basolateral nucleus of the amygdala 

CA1: CA1 field of hippocampus 

CA3: CA3 field of hippocampus 

CeA: central nucleus of the amygdala 

DAVID: The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery ver. 6.7 

DLS: dorsal lateral striatum 

Ect: ectorhinal cortex 

FDR: false discovery rate 

GD: gestatioal day 

IUE: in utero electroporation 

MO: medial orbital cortex 

mPFC: medial prefrontal cortex 

M1: primary motor cortex 

NMDAR1: N-Methyl-D-Aspartate Receptor 1 

PBS: phosphate-buffered saline 

PBST: phosphate-buffered saline with Triton 
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PCPA: 4-Chloro-DL-pheylalanine methyl ester hydrochloride 

PND: postnatal day 

PrL: prelimbic cortex 

q RT-PCR: quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

Rev: reversal phase 

RFID: radio frequency identification 

RMA: Robust Multi-array Average 

RSGc: retrosplenial granular cortex 

SD: standard deviation 

SEM: standard error of the mean 

S1: primary somatosensory cortex 

TCDD: 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

VO/LO: ventral orbital cortex and lateral orbital cortex 

WT: wild type 

2ME: 2-mercaptethanol 
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1. 序文 

1-1. はじめに 

今日の医学・生物学研究において、マウスを用いた行動学的実験観察法はヒトの精

神・神経疾患発症メカニズム解明に向けた強力な研究ツールとなっている。例えば、

パーキンソン病、アルツハイマー型認知症、自閉症スペクトラム障害（ASD）、統合

失調症のように、主たる症状が行動変容として顕れる精神・神経疾患について、ヒト

遺伝子解析研究から明らかになった疾患関連遺伝子の標的遺伝子変異マウスを用い

ることで、疾患の行動学的症状に関連する中間表現型や生物学的基盤を探索すること

ができる。行動学的症状や中間表現型は、疾患のバイオマーカーや、創薬ターゲット、

薬剤効果の前臨床段階における評価指標となり得る。疾患発症の生物学的基盤の理解

は、根本治療を目指した創薬シーズ探索に不可欠だろう。 

本研究の目的は、精神・神経疾患研究や発達神経毒性試験法等に広く応用可能な新

規マウス認知行動試験系の確立にある。序文では、これまでの精神・神経疾患研究や

発達神経毒性研究において、マウス行動学的実験観察法がどのような意義をもち、発

展をとげてきたか、従来のマウス行動学的実験観察法における問題点は何か、そして

これからどのような方法論的革新が求められているかについてまとめた。それらを踏

まえ、本研究において使用したコンピュータ制御による長期認知行動モニタリング手

法を用いることで期待される成果と、その技術を応用した新規マウス認知行動試験系
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として、本研究において「行動柔軟性」の試験課題の確立に重点を置いた背景につい

て述べる。 

 

1-2. 精神・神経疾患研究におけるマウス行動学的実験観察法の意義と発展 

精神・神経疾患研究におけるマウス行動学的実験観察法の意義と発展について述べ

る端緒として、まずげっ歯類の行動学的実験観察法が医学・生物学研究においてどの

ように普及してきたかについて概観するため、出版文献数調査を行った（1950～2012

年）。まず検索語として(Mouse OR Mice)、もしくは(Rat OR Rats)に、AND 条件で

Behavior を加えて検索した（Figure 1A）。その結果、 ①マウス・ラットの行動指標を

用いた医学・生物学研究は概ね 1960 年代半ばから広く普及し始めたこと、②歴史的

にはマウスはラットよりも行動指標が用いられる機会が少なかったこと、③1990 年代

初頭からはマウスの行動指標を用いられる文献が指数関数的に増加し、現在ではラッ

トと差がないほどまでに普及したことが推察される結果が得られた。 

次に、特に近年のげっ歯類モデルを用いた精神・神経疾患研究において取り上げら

れる高次脳機能に関連する行動表現型（記憶／学習、不安様行動、うつ様行動、社会

性行動）が医学・生物学分野の文献にどのように登場してきたか、その推移を見た。

先ほどと同様に(Mouse OR Mice)、もしくは(Rat OR Rats)に、AND 条件で(Learning OR 
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Memory)、Anxiety、Depressive、”Social behavior”（以下、ダブルクォーテーションは

フレーズ検索を示す）のいずれかを加えて検索した（Figure 1B-E）。また、高次脳機

能に関連する行動表現型に対する比較のため、本能行動の典型例として、”Sexual 

behavior”の検索も行った（Figure 1F）。その結果、高次脳機能に関連する行動表現型

に関しては、概ね上記①～③の結論に一貫していた。一方、本能行動としての行動表

現型である”Sexual behavior”に関しては、上記①および②の結論とは概ね一貫してい

るものの、1990 年代初頭以降の(Mouse OR Mice) 条件で該当する文献数の指数関数的

な増加は見られなかった。以上から、マウスの行動指標を用いた研究手法はおよそ半

世紀前から医学・生物学研究分野に広く普及しはじめ、その後、特に高次脳機能に関

連する行動指標に関しては1990年代初頭からその役割が増大したことが推察された。 

1990 年代初頭にマウスの行動指標を用いた研究手法が急速に普及した理由として、

近年の分子遺伝学・遺伝子工学・遺伝子解析技術の発展が挙げられる。標的遺伝子に

人工的に変異を導入する遺伝子改変技術は 1980 年代に始まったが、これはその後、

標的遺伝子変異個体の表現型を脳機能の最終的な出力形態である行動に見出すこと

で、遺伝子（分子）と行動（システム）の因果関係を明らかにしようという手法に発

展した 1。1990 年台初頭には、標的遺伝子に人工的に変異を導入すること（＝説明変

数）により脳機能の最終的な出力形態である「行動」（＝従属変数）がいかに修飾さ

れるかという、マウスを用いた行動学的実験観察法が実現した。具体的には、1992
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年には Tonegawa らの研究グループによって、海馬におけるシナプス機能（長期増強）

に異常のある α-CaMKII 遺伝子欠損マウスに空間学習障害がおこることが見出された

2。また同年、Kandel らの研究グループも同様に、海馬におけるシナプス機能（長期

増強）に異常のある fyn 遺伝子欠損マウスにおいて空間学習障害がおこることを発見

した 3。これらの成果は、分子から複雑な行動を理解し得る可能性、そして行動の破

綻としての精神・神経疾患症状について、その発症メカニズムを分子レベルから明ら

かにし得る可能性を追求する機運を飛躍的に高めた。以後、トランスジェニック（新

しい遺伝子の挿入、遺伝子の過剰発現）や遺伝子の機能欠損（ノックアウト）、点変

異の導入（ノックイン）に加え、条件的遺伝子変異（Cre-loxP 部位特異的組換え）、

誘導可能な遺伝子変異（ドキシサイクリン存在下ないし非存在下で遺伝子発現の誘導

が起きる Tet-On／Tet-Off システム）、光遺伝学（神経細胞に藻類由来の光感受性タン

パク質であるチャネルロドプシン 2 やハロロドプシンを発現させることで、特定の波

長の光照射によって神経細胞を選択的に興奮もしくは抑制させることができる手法）

など、行動の変容につながる多様な生物学的要因（＝説明変数）の操作によるバイオ

アッセイ手法は多様化している 4-8。 

また同時に、マウスを用いた全遺伝子の機能解析を目指す国際的なポスト・ゲノム

プロジェクトも着実に成果を挙げている 9。2002 年にマウス全ゲノム概要が発表され

た後 10、2006 年から 2011 年にかけては、マウスのほぼ全ての遺伝子を一つずつノッ
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クアウトさせた胚性幹細胞（ES 細胞）を作成するプロジェクトが北米・欧州を中心

とした国際ノックアウトマウスコンソーシアム（International Knockout Mouse 

Consortium: IKMC）により実施された 9。現在では IKMC により作成された ES 細胞

からマウス個体を作成し、統一的な試験プロトコールによる表現型解析のプロジェク

トが国際マウス表現型解析コンソーシアム（International Mouse Phenotyping 

Consortium: IMPC）により進められている（www.mousephenotype.org/）。これら

の出来事が、1990 年代初頭から現在までに、マウスの行動指標を用いた研究手法が急

速に普及した大きな要因となっていると考えられる。 

次に、この歴史の中で様々なマウスの行動試験法が医学・生物学研究ツールとして

きた経緯について概観したい。現在まで、主に行動薬理・毒性学的ないし心理学的研

究手法として用いられてきた試験系の例を補足資料 1 にまとめた。以下では、その中

でも特に普及している 11 下記の 6 つの試験系について取り上げる：（1）オープンフィ

ールド試験：マウスの新奇環境における自発的行動・情動的行動指標を評価すること

を目的とした試験；（2）モリス水迷路試験：水をはった円形プールの中を泳がせ、空

間記憶・参照記憶機能を評価することを目的とした試験；（3）恐怖条件付け試験：場

所・音などの手がかりを電気ショック（嫌悪刺激）とともに提示し、両者を関連付け

る記憶機能を評価することを目的とした試験；（4）オペラント条件付け学習試験：レ

バーやボタン、タッチパネル等の行動反応検知デバイスを用い、動物の行動に対して
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報酬（または罰）を与えることで、その行動をより高い（または低い）頻度で選択す

るようになることを学習の客観的指標とした試験；（5）強制水泳試験：水を入れたビ

ーカーの中に動物を入れて強制的に泳がせ、脱出することをあきらめたかのように動

かなくなる時間（無動時間）をうつ様行動の指標とする試験；（6）高架式十字迷路試

験：床から約 1 メートルの高所に水平に設置した十字型の通路に動物を置き、高所を

恐れて両側が壁で囲われた安全な通路により多く侵入・滞在する行動を不安様行動と

して評価する試験。 

これらの試験法が医学・生物学研究においてどのように普及したかについて、再び

出版文献数調査の結果を踏まえつつ概観したい。上記（1）～（6）に関連する検索語

として、各 （々1）”Open field”、 （2）”Water maze”、 （3）”Fear conditioning”、 （4）”Operant 

conditioning”、 （5）”Forced swim”、 （5）”Elevated plus maze”を選んだ。これらを(Mouse 

OR Mice)もしくは(Rat OR Rats)のいずれかと AND 条件で組み合わせ、検索を行った

（Figure 2）。その結果、Figure 1 の結果と同様に、いずれの試験系についても(Mouse OR 

Mice) 条件に該当する文献数は、1990 年代初頭から (Rat OR Rats)条件の後を追うよ

うに増加していることがわかった。”Operant conditioning”に関しては、これまで歴史

的にラットを用いた学習行動試験のとして圧倒的に主流であったが、2005 年前後から 

(Mouse OR Mice) 条件においても文献数が増加していた（Figure 2D）。 

過去の文献を精査すると、上記の試験系は元来ラットを対象とした実験から確立し、
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普及したことがわかる。オープンフィールド試験は 1930 年代に Calvin S. Hall12 により

発表され、初めはラットの新奇環境における排便・排尿行動が情動反応の指標として

用いられた。1980年代初頭にRichard G. M. Morrisにより考案された水迷路ではhooded 

rat が用いられた 13,14。Fanselow は 1980 年代初頭、Long Evans rat を用い、空間的情報

と電気ショックを呈示し、恐怖条件付けが成立することを見出した 15。オペラント条

件付けという概念は、1920 年代の終わりに Skinner によって定式化され、Skinner 自身

が実験装置、データ記録装置を作成したラット実験により体系化された 16。強制水泳

試験は 1977 年に Porsolt らによりラットを用いたうつ様行動試験系として発表され、

同年 Porsolt 自身によって、2 日間かかるラットの試験を 1 日で行う、より簡便でコス

トのかからない試験系としてマウスを用いた試験系の応用例が発表された 17。高架式

十字迷路は 1984 年、Handley and Mithani によって、Lister hooded rat を用いた恐怖反

応評価試験として発表された 18。 

以上から、現在マウス行動学的実験観察法に用いられている試験法の多くが、ラッ

トにおける試験系を起源としており、やがて 1990 年代以降の遺伝子改変マウスの登

場に合わせてマウス試験系へと積極的に応用され、医学・生物学研究手法として急激

に普及していった経緯が窺える。 

一方、行動の変容につながる多様な生物学的要因の操作技術の進展は、ヒト遺伝学

的解析による精神・神経疾患へのアプローチの進展と並行し、ともにその医学研究に
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おける意義を高め合ってきた。ヒト遺伝学的解析はこれまで、遺伝子連鎖解析、ゲノ

ムワイドで全ての染色体領域を網羅する一塩基多型（SNPs）解析技術を用いた GWAS

（genome-wide association study）、染色体の欠損や重複によるコピー数多型（CNVs）

解析、次世代シークエンサーによる全ゲノム／エキソン解析を用いて精神・神経疾患

の原因・関連遺伝子を同定してきた 19。各々の遺伝子解析法が普及した経緯を確認す

るため、”Linkage analysis”、CNV、GWAS、”Next generation sequencing”の検索語を使

い年代別の出版文献数調査を行った（Figure 3A-D）。その結果、まず遺伝子連鎖解析

は 1990 年代より普及し、2000 年代後半には文献数が落ち込んできていることがわか

る（Figure 3A）。コピー数多型が取り上げられる文献は 1990 年初頭からマウス行動試

験の普及のタイミングと合わせて指数関数的に増加している（Figure 3B）。その後、

GWAS（Figure 3C）、次世代シークエンサー（Figure 3D）といった新技術が導入され

ると同時に急激に普及した経緯が読み取れる。このようにヒト遺伝学的解析手法は技

術革新が盛んであり、その成果はヒト疾患関連遺伝子の同定に大きく貢献してきた。 

ヒト遺伝学的解析手法における技術革新によるヒト疾患関連遺伝子の同定は、現在

まで標的遺伝子変異による多くの精神・神経疾患モデルマウスを生み出した。遺伝子

連鎖解析は、まずパーキンソン病（Parkin、PINK1、alpha-synuclein 等）20、アルツハ

イマー型認知症（APP、Presenillin1, Presenillin2 等）21、ハンチントン舞踏病（Huntingtin）

22 等の神経疾患の責任遺伝子の同定につながり、その後の疾患発症分子経路の研究に
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大きく貢献した。また脆弱 X 症候群（FMR1）や ASD（Neuroligin3, Shank3 等）等の

発達障害 23、統合失調症（DISC1）のような精神疾患 24 の関連する遺伝子が同定され

た。その後 GWAS、CNVs 解析、次世代シーケンサーを用いた疾患関連遺伝子の全ゲ

ノム／エキソン探索により、新たな疾患関連遺伝子の同定、生物学的見地からの疾患

概念の再定式化、新規な疾患発症危険因子の解明が進んでいる。例えば ASD や統合

失調症に関しては父親の高齢化に伴う de novo 変異の発生率の増加が危険因子となる

こと 25,26、ゲノム上の de novo 変異の起こりやすさはゲノム内において一様ではなく、

これまで疾患関連遺伝子が多く発見されていたようなゲノム領域に特に頻繁に起こ

りやすい「ホットスポット」が存在する事などが報告されている 27。 

これらの技術により実際にアルツハイマー型認知症、パーキンソン病、統合失調症、

ASD 等の精神・疾患モデルマウスが普及した経緯を調べるため、出版文献数調査を行

った（Figure 3E-H）。その結果、アルツハイマー型認知症やパーキンソン病のモデル

マウス 28 は 1995 年頃から急激に普及し、統合失調症や ASD のモデルはやや遅れて

2000 年頃から急激に普及していることが示唆された 29,30。いずれも 90 年代以降の非

常に短期間で急速な普及を示しており、やはりヒト遺伝子解析技術の技術革新が、精

神・神経疾患基礎研究における動物モデルの出現に大きく寄与していることがわかる。 

現在まで、精神・神経疾患モデルマウスの作出は、行動表現型解析、中間表現型解

析へとつながり、病態発症メカニズム解明に向けた足がかりを提供している。例えば、
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家 族 性 の 疾 患 か ら 明 ら か に さ れ た 統 合 失 調 症 の 脆 弱 性 因 子 と し て 、

Disrupted-In-Schizophrenia 1（DISC1）遺伝子が見つかっているが、DISC1 機能欠損マ

ウスにおいてプレパルス抑制や記憶・学習機能の障害などの精神・神経疾患症状様行

動表現型 31、脳発達時期における神経細胞移動、神経突起伸長、シナプス形成異常等

の中間表現型が見られている 32,33。これらの情報は現在、統合失調症やその関連疾患

の発症メカニズム解明や治療法開発研究の大きな土台となっている。 

遺伝的要因に基づく精神・神経疾患モデルマウスの数は今後もさらに急速に増加し

ていくとみられる。しかしながら、はじめにモデル「候補」であったマウスが本当に

医学的研究において意義のあるツールになるか否かは、何よりも行動学的実験観察法

により、期待される表現型が顕れるかどうかに依存するところが大きい。行動表現型

は、精神・神経疾患モデルとしての予測妥当性・表面的妥当性・構成概念的妥当性に

おいて必要不可欠な指標であり 16、それらを満たさずしては、モデルから得られた情

報を精神・神経疾患研究のメカニズム研究や、治療法の解明に向けたバイオマーカー、

創薬ターゲット、薬剤効果の前臨床段階における評価指標への応用、根本治療に向け

た研究戦略に適用することは難しい。精神・神経疾患研究におけるマウスを用いた行

動学的実験観察法は、分子遺伝学・遺伝子工学・遺伝子解析技術の発展に伴ってその

意義がますます大きくなっていると言える一方、今後もさらに増加していく精神・神

経疾患モデルマウスの解析に対応できる効率性・多様性・精度を兼ね備えた試験方法
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の開発が強く望まれる。 

 

1-3. 発達神経毒性研究におけるマウス行動学的実験観察法の意義と発展 

近年の疫学研究から、胎児期・乳幼児期の環境要因が、遺伝要因とともに精神・神

経疾患の発症の引き金となっていることが示唆されている 34,35。精神・神経疾患の発

症に係ることが示唆とされる環境要因は多様で、近年では、妊娠時の母体のインフル

エンザ等への感染 36、各発達ステージにおける精神的ストレス等 37 が危険因子として

報告されている。妊娠期・授乳期における胎児や新生児への環境化学物質への曝露も、

子どもの脳の発達を阻害し、精神・神経疾患の発症に寄与し得る因子の一つである 38。 

ダイオキシン類、プラスチック樹脂・可塑剤、難燃剤、農薬等、母親に曝露・蓄積

された多くの化学物質が、妊娠期・授乳期に胎盤・母乳を介して胎児や新生児へと移

行することが知られている 39。現在、環境省主導により、このような子どもの健康と

成長に悪影響を及ぼし得る環境要因を明らかにするため、10 万組の親子を対象に大

規模な疫学調査（「子どもの健康と環境に関する全国調査（エコチル調査）」）が 2011

年より開始されている（www.env.go.jp/chemi/ceh/index.html）。このエコチル調査で

は、「胎児期から小児期にかけての化学物質曝露をはじめとする環境因子が、妊娠・

生殖、先天奇形、精神神経発達、免疫・アレルギー、代謝・内分泌系等に影響を与え
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ているのではないか」という中心仮説のもと、妊娠・生殖分野、先天奇形分野、精神

神経発達分野、免疫・アレルギー分野、代謝・内分泌分野の計 5 分野においてさらに

各々分野別作業仮説を設け、出生前後の環境要因と子どもの健康影響との因果関係を

調査している。精神神経発達分野における作業仮説は、①胎児期および幼少期におけ

る化学物質の曝露が子どもの発達障害および精神障害に関与している、②胎児期およ

び幼少期における化学物質の曝露が子どもの精神症状に関与している、の2つである。 

胎児や新生児の脳は外因性の化学物質に対し特に脆弱な臓器である 38。多数の疫学

研究は、実際に環境化学物質への曝露と、子どもの学習障害、ASD、注意欠陥／多動

性障害（AD/HD）等の発達障害の増加との関連を示唆している 34。精神・神経疾患の

発症の一因子として、疫学的研究だけでなく、どのような化学物質が脳の発達をかく

乱し、疾患因子となるのか、その因果関係を明確にする上で動物を用いた行動学的実

験観察法は必要不可欠である。 

これまで公表されたすべての化学物質情報を収集・体系化している米国化学会 

(American Chemical Society) の情報部門 Chemical Abstracts Service (CAS)によれば、デ

ータが公表されている 1965 年以降、新たに合成・単離され登録された化学物質数は

現在まで指数関数的に増加していることがわかる（Figure 4A）（CAS Statistical 

Summary 1907-2007 による。塩基配列情報は除く）。このように今後もますます環境中

に放出されていくと考えられる化学物質について、いち早くヒトの健康リスクを科学
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的に評価し、適切な管理・規制を行う必要がある。化学物質の安全性をどのように評

価し、適切な管理・規制を行っていくかについては、長年にわたり様々な取組がなさ

れてきた。 

身近な様々な化学物質の危険有害性分類や、取扱上の注意等の表示方法を国際的に

統一することを定めた「化学品の分類および表示に関する世界調和システム（GHS: 

The Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals)」は、このよ

うな化学物質管理・規制への国際的な取り組みの一つである。GHS においても推奨さ

れる化学物質の実験的安全性評価試験のガイドラインとして、現在、経済協力開発機

構（OECD）により作成された「OECD Test Guidelines」が国際的な基準となっている。

この OECD Test Guidelines は、国際的に認められた各種化学物質安全性試験の集合

であり、下記の計 5 つのセクションから成る。セクション 1 では、化学物質の物理化

学的性質（Section 1: Physical Chemical Properties）、セクション 2 では、生態系へ

の影響（Section 2: Effects on Biotic Systems）、セクション 3 では、環境中での分解・

蓄積性（Section 3: Degradation and Accumulation）、セクション 4 では、健康への

影響（Section 4: Health Effects）セクション 5 では、その他の領域の安全性評価系

（Section 5: Other Test Guidelines）がまとめられている。先に述べた精神神経発達

分野における問題に関する実験的化学物質安全性評価のガイドラインは、セクション

4 中の「Test No. 426: Developmental Neurotoxicity Study」にまとめられている



18 

 

(www.oecd.org/chemicalsafety/testing/37622194.pdf)。 

このOECD Developmental Neurotoxicity Studyでは、試験動物の選定から、飼育条件、

試験時期、試験内容、剖検法、組織標本作成法、神経病理学的検査法、用量反応関係

の解析法、報告書の作成手順等、方法論の大まかなガイドラインが示されている。行

動学的観察項目に関しては、初期行動発達（正向反射、背地走性、自発運動量等）、

自発運動量、運動および感覚機能（立ち直り反射、誘発電位等）、学習および記憶の 4

点における推奨検査項目や実験条件の設定の注意等について述べられている。学習お

よび記憶の項目に着目すると、離乳後および若齢期に１度ずつ、①複数回の連続した

学習試行・セッションにおいて評価される学習指標、②何らかの記憶の獲得（original 

learning）とその保持に関する記憶指標（短期記憶・もしくは長期記憶）を評価するこ

とが推奨されている。また、これらを満たす試験法として、受動的回避試験やモリス

水迷路等が紹介されている。 

しかしながら、化学物質が及ぼし得る精神・神経疾患発症因子としての高次脳機能

に対する毒性試験の必要性はまだ十分に認識されているとは言い難い。上記の OECD

ガイドラインを見ても、高次脳機能に関しては学習および記憶のみについて言及され

ており、ヒトの重要な精神・神経疾患症状としての情動的障害や遂行機能の障害に関

する検査項目については言及されていない。また、学習および記憶に関する試験方法

の記述も曖昧な表現にとどまっている。 
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どのような化学物質が脳の発達をかく乱し、行動の変容や精神・神経疾患への脆弱

性因子となるのか、その因果関係を明確にする上で、上記のような科学的見地に則っ

た実験観察法は必要不可欠である。一般に毒性発現のエンドポイントとして行動に着

目し、十分な標本数を確保できるげっ歯類（マウス・ラット）を用いた行動毒性試験

を行っていると考えられる出版文献数自体は、CAS に登録された化学物質数と同様に

特に近年顕著に増加している（Figure 4B）。現在、毒性学研究における動物（特に十

分な個体数を確保しやすいマウス）を用いた行動学的実験観察法は、環境中に放出さ

れる化学物質の増加・多様化に伴い、ますますその意義が大きくなっている。しかし

その一方、遺伝的要因に基づく膨大な精神・神経疾患モデルマウスの解析と同様に、

膨大な化学物質種や複雑な実験条件に対応できる効率性・多様性・精度を兼ね備えた

新たな試験方法の開発が強く望まれる。 

 

1-4. マウス行動学的実験観察法における諸問題 

関連する出版論文数を客観的指標として見ると、今後さらにマウス行動学的実験観

察法の医学・生物学研究における意義が大きくなっていくことが予想される。マウス

は、その膨大な遺伝学・解剖学・生理／薬理学的情報が蓄積し、多くの実験技術（手

術法、遺伝子操作法、in vivo イメージング法等）が確立していることから、疾患生物

モデルとして今後も比類ない価値を保持し続けるだろう。しかしながら、マウス行動
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学的実験観察法の今後の発展のためには、下記のように、データの信頼性（reliability）、

妥当性（validity）、効率性（efficiency）の面について各々問題提起がされている。 

 

(1) 信頼性に関する指摘 

科学的心理実験法において信頼性の高い試験法とは、被験体から繰り返し測定され

る数値が安定しており、一貫性のある結論を得ることができる方法をいう 16。言い換

えれば、偶然的な要因が測定データにあたえる影響がより少ない方法であるとも言え

る 40。この測定データの変化のしやすさは、マウス行動学的実験観察法にとって大き

な課題となっている 41-43。行動は、本来の実験の意図とは関係のない環境条件（温度、

湿度、照明、騒音、実験時間帯等）の変化に影響されやすく、データの信頼性を損な

わせる要因となる。このため、先に述べた OECD ガイドラインにも繰り返し述べられ

ているよう、行動試験方法の標準的なテキストでは、行動実験の実験環境を可能な限

り統制することで、このような潜在的な交絡要因を取り除くことが求められている 11。 

Science 誌に発表された論文 41 では、実験環境条件を統制し、マウスの行動実験の

データの安定性・再現性を保証することの困難性が実験的に示されている。この研究

では、異なる3つの研究室の行動遺伝学者（Portlandの John Crabbe、EdmontonのDouglas 

Wahlsten、Albany の Bruce Dudek）は、各々同じ日齢（77 日齢）の同じ 8 系統のマウ
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ス（計 128 匹）を用い、可能な限り厳密に均一化された実験環境条件（明暗スケジュ

ール、餌等）の下、同じ日時から（1998 年 4 月 20 日、午前 8:30-9:00）、同じマウス

行動試験バッテリーを実施した。その結果、オープンフィールドを用いた自発活動評

価、高架式十字迷路を用いた不安様行動評価、コカイン投与後の活動性変化の評価の

各々の試験結果から得られた行動指標に、いずれも研究室の違いによる主効果、およ

びマウス系統と研究室との間の有意な交互作用が検出された。すなわち、実験条件を

研究室間で十分に統一したと考えられる状況においても、試験の内容によっては、そ

の結果に大きく影響を及ぼし得る何らかの「研究室の違い」による要因が存在するこ

とが示された。このように、マウス行動学的実験観察法のデータの安定性・再現性は

周囲のわずかな環境条件の変化に対して脆弱であるといえる。 

さらに、実験を行う際にマウスに直接触れることの多い行動試験では、実験者自身

がデータの安定性・再現性にとっての脅威となる。例えばHurstとWest43は、BALB/c、

C57BL/6、ICR という広く普及している 3 種類の系統のマウスを用い、実験者が行動

試験を行う際のマウスの触れ方・移動の仕方（尾をつかむ、手の平に乗せる、筒を使

って直接触れない、の 3 条件）の違いによって、マウスの不安様行動試験の観察変数

に有意な影響が顕れることを報告した。Crabbe らの研究においても、このような実

験者の違いが、研究室間でのデータの違いに影響したと言われている 44。 

以上から、行動実験データの信頼性を改善するには、このような環境条件や実験者
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自身による測定誤差をいかに最小化し、安定性・再現性のある実験を行えるか、とい

う点が重要である。しかし、どのように安定性・再現性を高めるかについては未だ様々

な議論があり、結論には至っていない 45。また、データの安定性・再現性の評価には

二重測定、三重測定のような試験－再試験法が有効であるが、マウス行動学的実験観

察法に用いられる多くの試験法は、被験体がその試験自体にナイーブであることを前

提としており、しばしば試験－再試験法が適用できない点も留意すべき点である。一

貫性の観点から、同じ行動学的表現型を評価しているとする異なる試験系を用い、そ

の信頼性を評価する試みがなされることもあるが、複数の試験系を準備・実施するこ

との労働的・時間的対価が大きくなってしまう 45-47。 

 

(2) 妥当性に関する指摘 

信頼性の高い試験法であっても、それが元来測定することを意図した概念を実際に

測定できていることは保証されない。科学的心理実験法において妥当性の高い試験法

とは、被験体から測定されたデータが元来意図された心理的概念を測定していること

の確からしさをさす 16。これまでマウス行動学的実験観察法における妥当性を損なう

要因として、得られるデータの解釈におけるバイアス、そして試験系の選択に適切性

が挙げられている 48。 
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マウス行動試験系には、一つの試験系から得られるデータの解釈にバイアスを生じ

させる特有の交絡要因があることが指摘されている 48。その例として、ラットの空間

記憶・参照記憶の評価系として確立されたモリス水迷路試験（補足資料 1 参照）に

ついて述べる。  

モリス水迷路では、第一に、試験に用いるマウス実験群における身体的・心理的異

常（視覚異常、運動（水泳）能力、水に対する心理的ストレスへの感受性差等）によ

り、見かけ上の学習指標（泳行距離、泳行時間）の低下・向上につながる交絡要因と

なる可能性がある（身体的・心理的異常によるバイアス）。 

第二に、元来湿地に生息し、生態学的に水泳行動に慣れているとされるラット用に

開発された水迷路試験をマウスに適用していることで、行動指標の解釈にバイアスが

生じていることが指摘されている 49。彼らは、マウスが水迷路においてはラットに劣

る試験成績を示すものの、水を用いない空間記憶試験においてはラットと同様の試験

成績を示すことを報告している。また、このような行動学的妥当性の低い手法で定量

された行動指標が、本当にマウスの日常の認知機能を反映しているかという点（生態

学的妥当性）にも疑問が呈されている 50。例えば、Vyssotski らは、水迷路試験におい

て得られた結果が、自然環境下（屋外に設置した 10 m x 10 m の試験フィールド）に

おいてテストされた認知機能の結果と一致しないことを報告している（行動学的・生

態学的妥当性の低下によるバイアス）51。 
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第三に、モリス水迷路試験では、非認知的（non-cognitive）行動戦略も交絡要因と

なる。例えば、空間記憶を用いなくとも、初めは円形のプールの壁に沿ってプラット

フォームを探し、そこから徐々にプール中央に向かってらせん状に泳いでいくことで

効率的にプラットフォームにたどり着くことができる。これにより、見かけ上の学習

指標（泳行距離、泳行時間）が向上してしまうことがある（行動戦略・行動特性によ

るバイアス）。Lipp と Wolfer らは、過去にモリス水迷路試験を行った 1538 匹のマウ

スの行動指標からメタ分析（因子分析）を行った 52。その結果、マウスの水迷路試験

の行動を決定する第 1 因子（寄与率 48%）では「Thigmotaxis（プールの壁に沿って

泳ぐ行動）」および「Time spent floating（泳ぐことを放棄して浮かぶ行動）」という

非認知的（non-cognitive）行動指標が高い正の因子負荷量を示した。すなわち、マウ

スは水迷路試験においてしばしば非認知性行動による戦略によってプラットフォー

ムの位置を探索する傾向にあり、その実験結果の解釈には大きなバイアスが生じてい

る可能性がある。 

このような身体的・心理的異常によるバイアス、行動学的・生態学的妥当性の低下

によるバイアス、行動戦略・行動特性によるバイアスは、例に挙げたモリス水迷路試

験だけでなく、様々なマウスの行動試験系において広く指摘されている 48。これらの

バイアスが生じている背景には、現在使われている行動試験系のほとんどがラットで

確立されたものであり、マウスに応用する際にその特有な行動特性や生態的特徴が十
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分に配慮されていなかったことも一因としてあげられる 53。一般に上記のようなバイ

アス排除するためには、異なる複数の試験系を組み合わせた表現型解析を行うことが

望ましいとされているが、やはり複数の試験系を準備・実施することの労働的・時間

的費用の問題も大きい 11。 

一方、Fonio らは、多くのマウス行動学的実験観察法において、試験法の選択の適

切性に問題があると主張している 54。例えば、長期に持続する病的な不安傾向（＝特

性不安 55）をもつ全般性不安障害のモデルの評価試験系として、しばしばオープンフ

ィールド試験、高架式十字迷路試験、明暗箱試験などが用いられる。しかし、これら

はマウスを試験装置に移してから各々5 分～30 分程度の行動を評価しているもので

あり、その限られた時間枠の試験結果からは、一過的な不安状態（＝状態不安 55）を

評価していることになる。Fonio らは、全般性不安障害の研究におけるこのような不

適切なモデルの選択が、事実とは全く矛盾した結論に至ってしまう例を示している。

長期に持続する病的な不安傾向（特性不安）の最適なモデルの１つと言われる BALB/c

系マウス 48を用いてオープンフィールド試験を行ったところ、不安様行動を示したの

は実際には試験開始後 30 分ほどの短い時間のみであり、その後 40 時間以上行動を観

察すると反対に一貫して不安傾向が低いことがわかった。すなわち、試験開始後 30

分の行動からだけでは、そのマウスの日常的不安傾向がわからないどころか、反対の

結論を得る可能性があることが示された。 
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以上から、行動実験データの妥当性を向上させるためには、試験系から得られるデ

ータの解釈に脅威となる様々なバイアスを取り除き、仮説検証のモデルとして最適な

試験系が選択されることが重要である。 

 

(3) 効率性に関する指摘 

マウス行動学的実験観察法は、動物の維持、実験設備の導入、実験の実施・解析に

至るまでマニュアルの単純労働作業への依存度が高く、労働集約型の研究手法といえ

る 11,56。コンベンショナルな行動試験系では、明らかにしたい行動表現型ごとに異な

る試験を行わなければならず、試験ごとに実験者が 1 個体ずつ、手作業で実験を行わ

なければならない。特に記憶・学習試験課題のように試験装置への馴化や繰り返しの

トレーニングを行わなければならない実験では、データが揃うまでに数週間から時に

数ヶ月もの間、実験者はこの作業に従事し続けることになる。行動指標の定量化に関

してはコンピューターベースの自動画像解析ソフト（例：TopScan software, Clever 

Sys, VA, USA）が普及しているが、このようなソフトを実際に使用してみると、解析

条件の細かな設定の調整や、日常的な解析エラーへの対応など、マニュアル作業への

依存度はまだまだ高いと言える。さらに、複数の行動試験系を組み合わせてより信頼

性・妥当性の高い実験を行おうとすれば、これらの作業量はさらに増える。また実施

する試験系ごとにしばしば専用の実験スペースも確保しなければならず 11、特に大学
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の一研究室など、規模の大きくない研究グループでは実際に実施可能な実験が限られ

てしまう。 

Fonio らは、信頼性・妥当性の面から適切な行動試験が行われない背景として、そ

のような効率性の問題があると指摘している 54。すなわち、行動試験そのものに十分

な労働力や時間をかけることができず、科学的信頼性や妥当性よりも、しばしば効率

性を重視した簡易な試験系が選ばれてしまう。また、効率性を重視した試験系が選ば

れることが常態化しており、そのことがデータの信頼性・妥当性を高め得る新たな試

験系や行動指標の選択や開発の障害になっている。このことからも、先に述べたマウ

ス行動学的実験観察法における信頼性・妥当性の問題には、科学的な側面だけでなく、

効率性に側面からも解決されなければならないことがわかる。また、これまでのよう

な労働集約型の研究手法では、何より近年急速に増加している精神・神経疾患モデル

マウスの表現型解析や、環境化学物質の発達神経毒性試験としてのマウス行動学的実

験観察法のニーズに対応することが困難である。 

 

以上、マウス行動学的実験観察法において信頼性・妥当性・実用性の面から議論さ

れてきた主要な問題について述べた。これを踏まえ、これからのマウス行動学的実験

観察法において克服されるべき課題を以下に列記した。 
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（1） 行動実験データの信頼性を改善するため、環境条件や実験者自身の差による測

定誤差を最小化し、安定性・再現性のある実験を実現しなければならない。 

（2） 行動実験データの妥当性を向上させるため、試験系から得られるデータの解釈

に脅威となる様々なバイアスを取り除き、仮説検証のモデルとして最適な試験系を選

択しなければならない。 

（3） 試験の信頼性・妥当性の向上につながる形で、試験法の効率性を高めていかな

ければならない。 

 

近年、マウス行動学的実験観察法における信頼性・妥当性・効率性の向上を目指し

た重要なアプローチとして、行動実験バッテリー法がある 57-59。行動実験バッテリー

は、神経学的評価、運動機能評価、鎮痛・感覚試験、認知機能試験等を標準化された

プロトコール（ SHIRPA 58 、 Modified SHIRPA60 、 PsychoGenics 社による

PsychoScreen 等）の下に順次的に行い、個体表現型を多角的に評価する方法である。 

行動実験バッテリー法の長所は、①既存の試験法をそのまま用いるため薬理実験等

の妥当性検証試験データが豊富であること、②より少ない個体数で多くの実験を行え

ること、③実験プロトコールや実験条件の高度な標準化により測定誤差が軽減される
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こと、④検査項目を増やすことで、表現型を異なる視点から評価できることが挙げら

れる 56。②は上述のマウス行動学的実験観察法における効率性、③は信頼性、④は表

現型解釈における信頼性および妥当性の向上につながっている。我が国においても、

現在まで精神・神経疾患や遺伝子機能解析などにおいて、新たな研究手法として非常

に大きな成果を挙げている 61,62。 

他方、行動実験バッテリーの短所は、①行動実験に適した実験環境、実験装置、実

験の実施や解析に関する専門的知識・技術を有する人材を集約する必要があるため、

実施できる環境が限られること、②個々の試験系の信頼性・妥当性・効率性を向上さ

せるものとは限らないということ、③実験の順番によって個々の実験から得られる表

現型が変容することを示す報告があること 63、④労働集約型である本質には変わりは

無く、数多くの動物を用いる行動実験へのニーズに対応しにくいこと、⑤既存の試験

法に依存し、新たな行動試験法・行動指標の開発を促さないことが挙げられる。 

以上から、マウス行動学的実験観察法における信頼性・妥当性・効率性の問題はま

だ解決されておらず、新たなアプローチの開発がこれからの精神・神経疾患研究や、

発達神経毒性研究の発展において不可避な課題と言える。 
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1-5. ホームケージ内長期行動モニタリングによる新たな行動試験系の開発 

これまで概観してきたマウス行動学的実験観察法における諸問題の解決法として、

比較的最近登場したコンピュータ制御によるホームケージ内長期行動モニタリング

試験法（以下、ホームケージ試験法）がある。 

ホームケージ試験法は、これまで専用の試験装置（プール、明暗箱、十字迷路等）

で行ってきた行動実験と異なり、マウスが普段飼育されているホームケージ内の行動

に焦点を当てた様々な行動表現型解析法である。行動観察・記録・解析方法としては、

ホームケージ上部に設置したビデオカメラで撮影した画像を専用の個体トラッキン

グ解析ソフトウェアで解析する方法（例：PhenoTyper および EthoVision, Noldus, 

Wageningen, the Netherlands）や、同様にビデオカメラで撮影した画像から独自の

行動分類アルゴリズムを用いて、日々の活動性・非活動性や摂食・飲水行動のダイナ

ミクスを解析する方法 64 等がある。例えば、De Visser らは C57BL/6、DBA/2、C3H、

129S2/Sv の 4 系統のマウスを用い、ホームケージ内（各ケージに 1 匹ずつ飼育した状

態）における自発活動をビデオ解析から得られた様々な行動指標（ケージ内移動頻

度・移動時間・移動距離、シェルター滞在頻度・滞在時間、移動速度、立ち止まり回

数）から解析した 65。その結果、マウス系統ごとの新奇環境下探索行動、基底レベル

の活動量、概日リズム等を反映する、長期モニタリングによる行動学的構造の時系列

的変化のパターンが明らかにされた。 
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このような方法論に対する期待として、①ホームケージ内という、実験者による干

渉の無い、より安定した状態でマウスの行動を評価することにより、データの安定

性・再現性を改善すること、②長期的に行動指標をモニタリングすることにより、こ

れまで見過ごされてきた持続的・習慣的・慢性的な行動表現型を評価できること、③

複数の行動指標を同時に解析することで、これまで行っていた多くの試験系を集約で

き、必要なマウス個体数や実験の時間的経費を削減できること、④試験系が集約され、

かつ自動化されることで労働集約型の研究手法から脱却できることなどが挙げられ

る。 

上記の①、②からは、マウスの生活環境下の行動を直接、長期間観察することで、

これまで軽視されてきたマウス行動表現型解析における生態学的妥当性の向上につ

ながることが期待される。 

限られた時間で行われる、簡素化された心理・行動学的評価法では、しばしば被験

者の実生活中において見られる行動学的異常を正確に捉えられていないこと、すなわ

ち生態学的妥当性が問題視されてきた 66。近年、ヒトの神経心理学的検査法では、

Behavioural Assessment of the Dysexecutive Syndrome（BADS）試験をはじめとした、よ

り日常的場面に即した問題解決能力を評価する、生態学的妥当性の高い試験法の開発

とその臨床試験への応用が盛んである 67,68。 
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マウス行動試験においても、その試験系が生活環境から切り離され、過度に簡素化

されることで表現型解釈に誤りが生じ得ることが指摘されている 51,69。Lipp らによっ

て最近開発され、本研究で用いられた IntelliCage70 は、マウスにとってより自然な環

境に近い実験環境をつくることで、生態学的妥当性の高いマウス認知行動試験の実現

を目指したホームケージ試験装置である。 

この IntelliCage では、上記のホームケージ試験法のアドバンテージに加え、①集団

飼育環境下（最大 16 匹）でのマウスの長期行動モニタリングによる、ホームケージ

試験のハイスループット化、②集団飼育環境下での学習行動試験、③実験者が自由に

デザインした学習行動試験プロトコールをコンピュータ制御の下全自動で実施する

ことを可能とする新たな行動試験開発環境が実現されている。 

 具体的には、この IntelliCage（Figure 5A）は、大型の標準飼育ケージ（55 x 37.5 x 20.5 

cm）に飼育している、ケージ 1 台に付き最大 16 匹のマウス行動を、皮下に埋めた無

線 RFID チップとそのセンサーやその他各種行動反応センサー（ノーズポークセンサ

ー、リッキングセンサー等）を用いて、随時記録する。さらに、ホームケージ内の四

隅に設置された 4つの小型オペラントチャンバー（以下、コーナー）が設置されてい

る。マウスはこのコーナーに一匹ずつ入ることができ、コーナー内でノーズポーク（鼻

を突きだす行動）をすることによって、飲み水にアクセスするための小型のゲートを

開け、限られた時間水を飲むことができる。このコーナーを用いた学習行動試験とは、
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すなわち、マウスがどのコーナーに入り、またはどのような条件でノーズポークをし

た時に報酬（飲水）を与えるか、というルールを学習させる試験である。実験者はこ

のような学習行動試験を自らデザインし、それをコンピュータの全自動制御の下で実

際に集団飼育環境下のマウスに対して実施することができる。 

 以上のようなホームケージ内長期行動モニタリング手法の出現とその技術的・方

法論的進展と多様化は、将来的にマウス行動学的実験観察法における「網羅的表現型

解析」（Phenomics）の実現につながる潮流として期待されている 71。さらに試験系

の集約と自動化は、実験者の労働的負担を軽減させ、今後ますます拡大することが予

想されるマウス行動学的実験観察法のニーズに対応する上で必要不可欠である。しか

しながら、既存の行動試験法と比較して歴史が浅く、得られる行動指標の解釈とその

妥当性評価が十分でないこと、そして圧倒的に薬理試験データの不足していること等

が問題である。また特に上記の IntelliCage のようなシステムにおいては、具体的にど

のような学習行動試験がより精神・神経疾患研究や発達神経毒性研究において有効か、

研究道半ばである。 

 

1-6. 高次脳機能試験としての「行動柔軟性」試験の意義 

 前頭前皮質機能・遂行機能と呼ばれる高次脳機能（注意機能、作業記憶、感情・行
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動の制御、社会的認知、認知的柔軟性等）の障害は、認知症、ASD、AD/HD、気分

障害、統合失調症等、非常に広範囲にわたる精神・神経疾患の中核症状であり、患者

の日常生活に大きな支障をきたしている72-80。少子・高齢化や子どもの発達障害への

関心の増大にともない、このような症状の治療・予防戦略の確立に向けた基礎研究を

進めることは大きな社会的意義を持っていると言える。 

行動柔軟性は、一度計画・習慣化された行動を、状況に応じて柔軟に転換し、より

合理的に目的を達成するための能力である。例えば、日常生活において、全て習慣化・

計画された行動をとるだけではうまくいかない。例えば、夕飯の支度（＝目的）のた

めに献立を考え、いつも車で通っている店に食材を買いにいく計画（＝手段）をたて

るとする。これに対し、車のカギがみつからない、いつも通る道が通行止めである、

駐車場が満車で入れない、適切な量・値段の食材が見つからない、知り合いに会い買

い物を中断される等、多くの問題が発生し得る。この時、目的の達成のためには、交

通手段を変える、献立・食材を変える、店を変える等、様々な柔軟な行動を取ること

で問題を解決することができる。 

行動柔軟性は、行動と結果の関係（action-outcome contingency）の変化に対する気

づき、以前に獲得した行動やこだわりの抑制、新しいルールの発見・適応など、様々

な前頭前皮質機能・遂行機能の並列的処理が必要とされる 81,82。このことから、遺伝
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要因・環境要因による、幅広い高次脳機能への未知の影響を検出する上では、行動柔

軟性の評価が有効な手段となると考えられる 81,83。 

以上から、行動柔軟性は、精神・神経疾患や、環境化学物質による発達神経毒性の

結果としての認知機能異常を統合的に評価する上で有用な指標になると考えられる。

またヒト精神・疾患症状に見られる高次脳機能障害を再現し得る試験法として、マウ

スにおいて行動柔軟性を安定的に、正確に評価し得る手法の開発は、ヒト疾患症状の

治療・予防戦略を目指す基礎研究において大きな意義を持つだろう。 

 これまで、げっ歯類では、比較的単純な連合学習（パブロフ型条件付け、恐怖条件

付け等）、海馬依存的な空間・場所学習（モリス水迷路、バーンズ迷路等）、物体再認

記憶等の学習行動試験系が行われてきた11。しかし昨今の最新の行動学的神経科学の

知見からは、マウス・ラットにおいても前頭前皮質に依存した遂行機能（注意制御、

認知的柔軟性、確率的推論、推移的推論）84-86や、同じく前頭前皮質に依存した対連

合学習87-89、社会的階層関係の構築90といった高次脳機能が備わっていることが続々

と明らかになってきている。このことは、マウスがヒトへの外挿性の高い、前頭前皮

質依存的な高次脳機能の症状モデルとして普及し得る証拠となる。 

 これまでマウスの行動柔軟性を評価する学習試験系としては、レバー押し行動 91

やノーズポーク行動 92、タッチパネルへの接触 93等の行動反応記録装置を用いたオペ

ラント学習とその逆転課題がある。例えば、2 つのレバーを用意し、まず片方のレバ
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ーを押すことで報酬を与え、行動を強化する。この学習が成立した後、今度はそのレ

バーを押しても報酬を与えず、逆のレバーを押した時に報酬を与える。これにより、

一度学習し、習慣となった行動を、状況の変化（行動と結果の関係の変化）に応じて

行動を柔軟に転換させる能力を評価する。また、モリス水迷路を用いた行動柔軟性課

題も試みられている 94。これは、一度プラットフォームの位置を学習させたのち、そ

のプラットフォームの位置を変え、新しい位置をどのくらい効率的に学習できるかを

評価し、行動柔軟性指標とするものである。 

 学習行動試験は、繰り返しのトレーニングを要するため、必然的に試験日数が長く

なる。行動柔軟性試験の場合、まず、この通常の初期学習が十分に達成されるまでト

レーニングを行う。その後、新しいルールに直面した時、どのように行動を適応させ

ていくかを評価するために追加の試験を行わなければならない（逆転課題）。また一

度の逆転課題で得られた結果が、ヒトで観察される永続的表現型と同様の表現型であ

るかどうかを確かめるには、さらに逆転課題を繰り返すことが求められる（連続逆転

課題）。上記のオペラント学習とその逆転課題や、モリス水迷路試験を用いた行動柔

軟性課題は、各セッション 1 個体ずつ実験者が手作業で実験を行うため、マウスにと

っては潜在的なストレス要因となり、実験者にとっては非常に労働的負担の大きい試

験系になってしまう。実際のところ、マウスを用いた逆転課題にはそのような十分な

時間はかけられず、一般に高インパクトと言われるジャーナルから出版されるような
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論文でさえも、一度だけ逆転課題を行っただけで行動柔軟性のモデルとする文献がほ

とんどである 30,95,96。さらなる問題は、行動柔軟性を評価する試験系がまだ少なく、

行動柔軟性そのものに対する理解が乏しいことである。よって、どのような指標を参

考にして行動柔軟性を評価すべきかについては、十分なコンセンサスが得られていな

い。 

 以上、精神・神経疾患研究および発達毒性試験研究においてヒトへの外挿性の高い

高次脳機能試験としての行動柔軟性の意義と、これまで実施されてきたマウス行動試

験系とその課題について述べた。マウスを用いた行動柔軟性試験には、さらなる信頼

性・妥当性・効率性の向上を目指す余地が大いにある。 

 

1-7. IntelliCage を用いたマウス行動柔軟性試験の開発 

 本研究では、先に述べた IntelliCage を用い、精神・神経疾患研究や発達神経毒性

研究に広く応用可能な新規認知行動試験を確立することを目的とした。 

 まず、試験系のデザインにおいて、ヒト精神・疾患症状に見られる高次脳機能障害

を再現し得る試験法の開発をめざし、実際にヒトに用いられている遂行機能試験を参

考にした。ヒト遂行機能研究の大家である Paul W. Burgess および Tim Shallice ら

によって開発された遂行機能試験に、Brixton Spatial Anticipation Test（BSAT）が
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ある 97。 

BSAT （補足資料 2 参照）では、まず被験者は 56 ページのブックレットを渡され

る。それぞれのページには上段に 5 つ、下段に 5 つの計 10 個の円が横に並んで描か

れており、それぞれの円の下には 1-10 の番号が書かれている。また、それぞれのペ

ージに描かれている 10 の円のうち、いずれか 1 つの円は青く塗りつぶされている。

青い円の位置はブックレットのページをめくるたびに単純なルールで変わっていく。

被験者はそのルールを読み取り、次のページで青い円がある位置を予想することを求

められる。試験中、青い円の位置を決めるルールは予告なく変更され、被験者はその

度に新たなルールを読み取り、適応することが求められる。この BSAT はこれまで、

脳卒中、糖尿病による認知機能低下、コルサコフ症候群、軽度認知障害／早期認知症、

精神疾患、加齢性認知機能低下等の患者・健常者を対象に試験が行われ、認知的柔軟

性試験としての妥当性が高く、また高い精度でその障害を検出し得る試験であること

が示されてきた 98。 

そこで、この BSAT のアイデアを IntelliCage の行動試験に取り入れ、新たな行動

試験系（Spatial Anticipation Task、以下 SAT）を考案した（Figure 6A）。この SAT

では、マウスは IntelliCage 内の 4 つのコーナーのうち、ある 1 つのコーナーに入る

と、限られた時間（4 秒間）だけ給水ボトルへのアクセスゲートが開き、報酬として

水を飲むことができる。そこで水を飲み終わると、また別のあるコーナーで水を飲む
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ことができるようになる。この水を飲むことのできるコーナーの位置は BSAT と同様

に単純なルール（4 つのコーナーの内、2 つのコーナーの往復）に則っているため（例：

Figure 6A における Sequence 1）、マウスはやがてより効率的に水を飲むことのでき

るコーナーにたどり着くことが予想される。このトレーニングを数日間行い、十分に

ルールを学習させる（＝初期学習フェーズ）。その後、それまで水が飲めた 2 つのコ

ーナーと、水が飲めなかった残り 2 つのコーナーを逆転させて同様のトレーニングを

行う（＝逆転学習フェーズ）（例：Sequence 1 から Sequence 2 へのルールの転換）。

すなわち、マウスはそれまでのトレーニングで習慣化した行動の系列を消去し、あら

たに 2 つのコーナーを往復する行動の系列を獲得しなければならない。 

本研究では、この IntelliCage を用いた新たにデザインした行動柔軟性試験（SAT）

が、マウスの行動柔軟性を正確に評価できるかどうかを確かめるため、一連の信頼

性・妥当性検証のための実験を行った。 

第一に、野生型 C57BL/6J マウスを用い、SAT と、これまで先行研究においても

一部報告されている IntelliCage を用いた場所学習試験の逆転課題から得られるデー

タの妥当性を比較・検証した。行動柔軟性試験としての妥当性は、どれほど「初期学

習の獲得・習慣化が進めば進むほど、逆転学習時における行動の転換が困難になる」

という理論的仮説を正確に実験的データで再現できるか、という観点から評価した

（Figures 6-8）。さらに、SAT を行う際に用いる正解コーナー（水を飲むことのでき
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るコーナー）の位置に関する条件検討を行い、プロトコールを確立させた（Figures 

9-10）。 

第二に、この SAT を用いた行動柔軟性試験を用い、先行研究から行動柔軟性が低

下していることが予測される、パラクロロフェニルアラニン（PCPA）投与によるセ

ロトニン欠乏モデルマウスの行動評価を行った（Figures 11-13）。 

第三に、AD/HD 様の発達障害モデルとして既に報告されている Grin1（NMDAR1）

および Tuba1 遺伝子に単一点変異をもつそれぞれのマウス系統に SAT を行い、ヒト

と同様に行動柔軟性の低下が見られるかを解析した（Figures 14-20）。 

第 四 に 、 こ れ ま で 認 知 的 行 動 に 異 常 が 報 告 さ れ て き た 周 産 期

2,3,7,8-tetrachrolodibenzo-p-dioxin（TCDD）曝露マウスに SAT を行い、免疫組織

化学染色の結果と合わせ、実際に環境化学物質によって誘発された発達神経毒性研究

のツールとして応用できるかを検証した（Figures 21-27）。 
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2. 方法 

2-1. 使用した試薬類 

今回の研究において用いた試薬および購入先は以下の通りである（アルファベット

順）。 

Arc 一次抗体は、奥野浩行博士（東京大学神経生化学教室、現・京都大学大学院医学

研究科メディカルイノベーションセンター）より提供していただいた。 

Biotinylated anti-rabbit IgG (Vector Laboratories, CA, USA) 

c-Fos 一次抗体 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 

Corn Oil (和光、大阪、日本) 

4-Chloro-DL-pheylalanine methyl ester hydrochloride (Sigma-Aldrich, MO, USA) 

Diethyl Ether (和光、大阪、日本) 

Hemo-De (ファルマ、東京、日本) 

n-Nonane (ナカライテスク、京都、日本) 

Paraformaldehyde, powder (ナカライテスク、京都、日本) 

PrimeScript RT reagent Kit (タカラバイオ、大津、日本) 
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RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands) 

Sucrose (和光、大阪、日本) 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (Cambridge Isotope Laboratory, MA, USA) 

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (東洋紡、大阪、日本) 

Tissue-Tek OCT compound (サクラファインテックジャパン、東京、日本) 

Tyramide signal amplification (Perkin Elmer, MA, USA) 

VECTASHIELD Mounting Medium (Vecter Laboratories, CA, USA) 

 

2-2. 動物と投与 

本研究で使用されたマウスは全て C57BL/6 J の遺伝的背景を有する。これらを温度

22-24℃、湿度 40-60％、明暗 12 時間サイクル（明期 8:00-20:00）の動物飼育室で飼育

した。行動実験は、東京大学の動物実験室で行った。実験動物の飼育・管理、および

実験は東京大学の動物実験ガイドラインに従って行った。いずれのマウスも、

IntelliCage 装置を用いた行動試験に先んじて、装置馴化開始の少なくとも 10 日前に

RFID による個体識別用小型トランスポンダー（2 mm x 12 mm, Peddymark）を Diethyl 

Ether 麻酔下で皮下に埋め込んだ。 



43 

 

 

2-2-1. C57BL/6J マウス 

日本クレアから 10 週齢の C57BL/6J マウス雄を購入した。 

 

2-2-2. PCPA 投与によるセロトニン欠乏モデルマウス 

10 週齢の C57BL/6J 雄マウスに体内のセロトニン量を減少させるため、トリプト

ファンハイドロキシラーゼ阻害剤である 4-Chloro-DL-pheylalanine methyl ester 

hydrochloride （以下、PCPA）を皮下に埋め込んだ浸透圧ポンプ（アルゼット）によ

り投与した。この浸透圧ポンプは、ポンプ内の浸透圧層と、ポンプが埋め込まれた組

織環境の浸透圧の差によって動作し、ポンプから組織環境へと一定の流量でポンプ内

部の溶液を持続的に排出する。IntelliCage 試験の試験装置馴化終了段階で、Diethyl 

Ether 麻酔下で浸透圧ポンプを皮下に埋め込んだ。埋め込み手術後、一日当たり 0（生

理食塩水のみ、対照群）もしくは 25mg/kg 体重の用量で試験終了時まで PCPA が持続

投与した。 
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2-2-3. Grin1（NMDAR1）遺伝子変異（Grin1 mut）マウス 

Grin1（NMDAR1）遺伝子変異マウス（以下、Grin1 mut マウス）は、ENU 誘発突然

変異に基づく Grin1 遺伝子の一塩基変異により Grin1 タンパクの細胞内Ｃ末端ドメイ

ンに R844C ミスセンス変異をもつ。AD/HD 様の多動性異常を示すモデルマウスとし

て同定された 99。独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンターマウス表現型解

析チーム若菜茂晴博士より供与していただいた。 

 

2-2-4. Tuba1 遺伝子変異（Tuba1 mut）マウス 

Tuba1 遺伝子変異マウス（以下、Tuba1 mut マウス）は、ENU 誘発突然変異に基づ

く Tuba1 遺伝子の一塩基変異により Tuba1 タンパク N 末端の T1 ループと T2 ループ

間に D47G ミスセンス変異をもつ。AD/HD 様の多動性異常を示すモデルマウスとし

て同定された 100。 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンターマウス表現型

解析チーム若菜茂晴博士より供与していただいた。 

 

2-2-5. 周産期低用量 TCDD 曝露モデルマウス 

日本クレアから購入した妊娠 C57/BL6J 系雌マウスに、妊娠 12.5 日目に体重 1 kg あ
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たり 0、 0.6、 3.0 μg/kg の用量の TCDD（コーン油に溶解したもの）を単回経口投与

した。生まれてきた仔マウスは生後 21 日目に離乳した。その後 20 週齢を過ぎた時点

で各腹 1 匹ずつの雄マウスを集めて実験群を作成した（以下、コーン油のみを投与し

た母マウスから生まれたものを対照群、0.6 μg/kg 濃度で曝露した母マウスから生まれ

たものを TCDD-0.6 群、同様に 3.0 μg/kg 濃度で曝露した母マウスから生まれたものを

TCDD-3.0 群とする）。行動試験は 6 ヶ月齢から行った。 

 

2-3. IntelliCage 試験装置の構成 

本試験に用いた IntelliCage 装置（Figure 5A）は、ホームケージ内集団飼育環境下の

マウスの行動を RFID（Radio Frequency Identification）による個体認識と各種センサー

により 24 時間記録するとともに、専用のソフトウェアで実験者によりプログラムさ

れた認知行動試験課題をコンピュータ制御により全自動で行うことのできる行動解

析システムである。大型のプラスチックケージ（55 x 37.5 x 20.5 cm サイズ。以下、

IntelliCage）を使用し、１つのケージで最大 16 匹のマウスを同時にモニターすること

ができる。ケージの四隅には、小型のオペラントチャンバー（以下、コーナー）が設

置されている（Figure 5B）。マウスは、1 匹ずつコーナーに入る（以下、アクセス）こ

とができるようになっている。コーナー内部には、ノーズポークセンサーが取り付け

られている。マウスはコーナー内でノーズポークセンサーに鼻を近づける（以下、ノ
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ーズポーク）ことで、それをトリガーにして給水ボトルへのアクセスゲート（以下、

飲水ゲート）を開け、報酬として水を飲むことができる（Figure 5C）。なお、この

IntelliCage 装置は集団飼育環境下における個々のマウスについて、全てのコーナーに

おけるアクセス、ノーズポーク、飲水といった行動イベントが行われた開始および終

了時刻とその場所の情報が全て自動的に記録されている。また、本研究では新たに

IntelliCage のケージ側面に赤色 LED（赤色、5 mm 径、1560 mcd、イーケイジャパン）

を取り付け、デジタルタイマー（リーベックス）制御により試験開始から終了時まで

（22:00−1:00）の間、点灯させるようにした。IntelliCage 装置を用いた認知行動試験の

制御プログラムは、付属のソフトウェアである Designer により作成した。 

 

2-4. IntelliCage を用いた行動実験 

2-4-1. 装置馴化 

前馴化フェーズ：RFID 個体識別用トランスポンダーを埋め込まれたマウスは、

IntelliCage 装置での飼育・試験を始めるまでの 7 日間、IntelliCage と同サイズのプラ

スチックケージの中で IntelliCage試験実施時と同じケージ内グループ構成での集団飼

育への馴化を行った（以下、前馴化フェーズ）。いずれのマウスも、前馴化フェーズ

の間に著しい体重減少や傷などが見られないことを確認した。 
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馴化フェーズ 1：このフェーズでは、マウスの IntelliCage への装置馴化を行った。

マウスを午前 10:00 に前馴化フェーズ用ケージから IntelliCage へと移した。このフェ

ーズでは全てのコーナーの飲水ゲートを常に開放し、マウスが 24 時間、自由にコー

ナーにアクセスし、水を飲むことができるようにした。 

馴化フェーズ 2：このフェーズでは、ノーズポークにより飲水ゲートを開け、水を

飲むまでの一連の行動の形成を行った。このフェーズでは、全てのコーナーの飲水ゲ

ートを閉じた。ただし、マウスはノーズポークをすることで飲水ゲートが4秒間開き、

水を飲むことができるように設定した。飲水ゲートが閉じた後も、ノーズポークをす

ることでゲートを開けることができ、いつでも自由に水を飲むことができるようにし

た。 

馴化フェーズ 3：このフェーズでは、1 日 21 時間の制限給水を行い、残りの 3 時間

（22:00−翌 1:00）の間に集中的にコーナーにアクセスし水を飲む習慣の形成を行った。

なお、この 3 時間の間にはケージの側面に取り付けられた LED を点灯させ（Figure 5A）、

またコーナーアクセス時にノーズポークセンサー上部に取り付けられている LED

（Figure 5B）を点灯させることで、ノーズポークによるゲート開閉が可能な時間帯

（22:00−1:00）とそれ以外の時間を区別させる手掛かりを与えた（Figure 6B）。 
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2-4-2. 場所弁別学習課題とその逆転課題プロトコール 

本研究での確立を目指す行動柔軟性評価法の基礎となる試験課題として、

IntelliCage 内の 4 つのコーナーを利用した 3 種類の場所弁別学習課題とその逆転課題

プロトコールを用意した。それぞれの課題では共通して、馴化フェーズ 3 と同様、マ

ウスは１日のうち 22:00−1:00 の 3 時間（以下、セッションピリオド）だけノーズポー

クによりゲートを開け、報酬として 4 秒間だけ水を飲むことができるようにした。こ

の 3 時間を 1 セッションとした。さらに、新たに以下のルールを加えた。まず、１度

のコーナーアクセスにつき、1 度しかゲートを開けることができないようにした。す

なわち、同じコーナーに滞在したまま繰り返し報酬を得ることができないため、次の

報酬を得るためには 1 度コーナーから外に出なければならない。また、報酬を得るこ

とのできるコーナー（以下、正解コーナー）と、報酬を得ることのできないコーナー

（以下、不正解コーナー）をマウスごとに割り当てた。よって、マウスは効率的に報

酬を得るため、正解コーナーと不正解コーナーの位置を弁別し、不正解コーナーへの

アクセスを避ける必要がある。以下に、各種場所弁別学習課題とその逆転課題の詳細

なルールを示す。 

 

(1) Spatial Anticipation Task（以下、SAT）: Figure 6A に課題の内容の模式図を示した。

試験中、マウスは IntelliCage 内の 4 つのコーナーのうち、ある 1 つのコーナーに入る
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と、限られた時間（4 秒間）だけ給水ボトルへのアクセスゲートが開き、報酬として

水を飲むことができる。ただし、そこで水を飲み終わると、そのコーナーに留まった

まま続けて水を飲むことはできない。しかし、代わりにまた別のあるコーナーで、同

様に水を飲むことができるようになる。このように、マウスがコーナーに入って水を

飲むたび、次に水を飲むことのできるコーナー（以下、正解コーナー）の位置が変わ

る。この正解コーナーの位置の変更は、常に「4 つのコーナーのうち、決まった 2 つ

のコーナーの往復」のルール（以下、交替ルール）に則っている。例えば Figure 6A

の Sequence 1 の場合、正解コーナーは 2 番→4 番→2 番→4 番→2 番→4 番・・・と交

互に変更される。このルールを学習することで、次に水を飲むことのできる場所を予

測し、より効率的に報酬を得ることができるようになる。このトレーニングを数日間

行い、十分にルールを学習させる（＝初期学習フェーズ）。その後、それまで水を飲

むことができた（正解コーナーになり得た）2 つのコーナーと、水が飲めなかった残

り 2 つのコーナー（不正解コーナー）の位置を逆転させ、同様のトレーニングを行う

（＝逆転学習フェーズ）（例：Sequence 1 から Sequence 2 へのルールの転換、もしく

はその反対）（Figure 6D）。試験中、不正解コーナーへのアクセスを誤反応とする。ま

た、同じコーナーに連続してアクセスした場合は「リエントリーアクセス」とし、正

解コーナーアクセスおよび不正解コーナーアクセスとは別の指標として記録する。こ

の交替ルールはマウスごとに独立して制御される。正解コーナーの割り当ては、常に



50 

 

ケージ内でカウンターバランスがとれるようにした。すなわち、ケージ内に 16 匹の

マウスがいた場合、「コーナー1 番もしくは 3 番が正解」のマウスが 8 匹、「コーナー2

番もしくは 4 番が正解」のマウスが 8 匹いた。 

 

(2) 交替ルールの無い 2 コーナー場所弁別学習課題（以下、2c-PL）: この課題では、

単純に 4 つのコーナー（コーナー1−4 番）のうち 2 つのコーナー（例：コーナー1 番

および 3 番）で水を飲むことができる。SAT と異なり、1 つのコーナーに連続してア

クセスしても報酬を得ることができる。この時、不正解コーナーへのアクセスを誤反

応とする。数セッションのトレーニングの後、正解コーナーと不正解コーナーの位置

を逆転させたセッションを行うことで逆転課題とする（例：正解コーナーを「1 番お

よび 3 番」から「2 番および 4 番」に変える）（Figure 6D）。正解コーナーの割り当て

は、常にケージ内でカウンターバランスがとれるようにした。すなわち、ケージ内に

16 匹のマウスがいた場合、「コーナー1 番および 3 番が正解」のマウスが 8 匹、「コー

ナー2 番および 4 番が正解」のマウスが 8 匹いた。 

 

(3) １コーナー場所弁別学習課題（以下、1c-PL）: この課題では、単純に、4 つの

コーナー（コーナー1−4 番）のうち 1 つのコーナー（例：コーナー1 番）でのみ、報
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酬として水を飲むことができる。この時、残りの 3 つのコーナー（不正解コーナー）

へのアクセスを誤反応とする。数セッションのトレーニングの後、正解コーナーを対

角線の位置にあるコーナーに変更させたセッションを行うことで逆転課題とする

（例：コーナー1 番からコーナー3 番への正解位置の変更）（Figure 6D）。正解コーナ

ーの割り当ては、常にケージ内でカウンターバランスがとれるようにした。すなわち、

ケージ内に 16 匹のマウスがいた場合、コーナー1−4 番が正解になるマウスがそれぞ

れ 4 匹ずついた。 

 

2-4-3. 行動柔軟性評価法としての信頼性・妥当性検証実験 

上記の SAT, 2c-PL, 1c-PLの 3つの場所弁別課題を用いた逆転課題プロトコールのう

ち、どのプロトコールが最もマウスの行動柔軟性を評価する逆転課題として適切な評

価方法であるかを実験的に検証した。このため、10 週齢の C57BL/6J 雄マウスを用い、

SAT を用いた逆転課題を行う SAT 群（n=32）, 2c-PL を用いた逆転課題を行う 2c-PL

群（n=32）, 1c-PL を用いた逆転課題を行う 1c-PL 群（n=32）の 3 つの実験群を作成し

た。各群 2 ケージの IntelliCage を使用した（n=16／ケージ、2 ケージ／群）（Figure 6D）。

RFID 個体識別用のトランスポンダーを Diethyl Ether 麻酔下で皮下に挿入し、その 24

時間後から、同じ IntelliCage で試験する予定の 16 匹のマウスを通常のプラスチック

ケージで 7 日間飼育した（前馴化フェーズ）。この間、飼育環境の変化による顕著な
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体重減少やケガが見られないことを確認した。前馴化フェーズが終了した翌日、午前

10 時にマウスを全て IntelliCage に移した後、馴化フェーズ 1、 馴化フェーズ 2、馴化

フェーズ 3 を各々3、1、5 日間ずつ行った（Figure 6C）。いずれの群も装置馴化を行っ

た後、初めに割り当てられた場所弁別学習課題を数セッション行い（以下、初期学習

フェーズ）、その後各自の正解コーナー位置と不正解コーナー位置を入れ替えた逆転

課題を 1 セッション行った。 

SAT, 2c-PL, 1c-PL の 3 つの場所弁別学習課題の逆転課題が各々行動柔軟性試験とし

て適切な評価方法であるかを検証するため、「初期学習フェーズのルールに高度に順

応している（＝誤反応率が低い）個体ほど、逆転課題に直面した時に行動を適応させ

ることが困難である（＝誤反応率が高くなる）」という理論的仮説に対する妥当性・

信頼性の評価を行った。本論文では、妥当性については、初期学習フェーズ最後のセ

ッションと、直後の逆転課題を行ったセッションの誤反応率の間に有意な逆相関が見

られることと定義した。また信頼性については、初期学習フェーズ最後のセッション

と、直後の逆転課題を行ったセッションの誤反応率の間の相関係数（r）が 0.7 を超え

ることと定義した。 

このため、各群 32 匹のマウスを、初期学習フェーズの長さ（1 セッション、2 セッ

ション、3 セッション、4 セッション、5 セッション、6 セッション、7 セッション、

14 セッション）によって計 8 条件に 4 匹ずつ振り分けた。各条件の 4 匹は、群ごとに
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ケージ 1 から 2 匹、ケージ 2 から 2 匹になるよう割り当てた。各セッションにおいて、

初めの100回のコーナーアクセスのうち不正解コーナーにアクセスした回数を誤反応

率と定義した。 

 

2-4-4. SAT で使用するコーナー位置の条件検討 

SATにおいて使用する 2つの正解コーナーの位置関係が成績に及ぼす影響を調べる

ため、10 週齢の C57BL/6J 雄マウスを用い、以下の方法で条件検討を行った。IntelliCage

を 4 ケージ用い、各ケージで 6 匹ずつマウスを試験した。各ケージの 6 匹のうち、(1) 

対角線上の 2 つのコーナーを往復する対角線群、(2) 長辺の 2 つのコーナーを往復す

る長辺群、(3) 短辺の 2 つのコーナーを往復する短辺群に各々2 匹ずつ（各群、4 ケー

ジ分で合計 n=8 となる）を割り当てた（Figure 9A）。ケージ内の 6 匹はいずれのマウ

スについても全て異なった位置の正解コーナーが割り当てられているため、他個体の

動きを模倣して正解を選ぶことができない。RFID 個体識別用のトランスポンダーを

Diethyl Ether 麻酔下で皮下に挿入し、その 24 時間後から、同じ IntelliCage で試験する

予定の 6 匹のマウスを通常のプラスチックケージで 7 日間飼育した（前馴化フェーズ）。

この間、飼育環境の変化による顕著な体重減少やケガが見られないことを確認した。

前馴化フェーズが終了した翌日、午前 10 時にマウスを全て IntelliCage に移した後、

馴化フェーズ 1、 馴化フェーズ 2、馴化フェーズ 3 を各々3、1、5 日間ずつ行った。
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それぞれの正解コーナーの位置は 7 セッションの初期学習フェーズを終えたのち、セ

ッション 8 で全て不正解コーナーの位置と入れ替え、逆転学習を行った。 

 

2-4-5. PCPA 投与によるセロトニン欠乏モデルを用いた行動柔軟性試験 

10 週齢の C57BL/6J 雄を 16 匹、使用した。RFID 個体識別用のトランスポンダーを

Diethyl Ether 麻酔下で皮下に挿入した 24 時間後から、16 匹全てのマウスを同一ケー

ジで 7 日間飼育した（前馴化フェーズ）。この間、16 匹のうち顕著な体重減少やケガ

が見られないことを確認した。IntelliCage に移した後（Figure 11A）、馴化フェーズ 1、 

馴化フェーズ 2、馴化フェーズ 3 を各々3、1、5 日間行った（Figure 11B）。その後生

理食塩水もしくは PCPA を投与するための浸透圧ポンプを Diethyl Ether 麻酔下で皮下

に挿入した。ポンプからの溶液抽出量が安定するまでさらに馴化フェーズ 3 を 3 日間

行った後、SAT の連続逆転課題を用いて行動柔軟性を評価した。まず、初期学習フェ

ーズ（図中、I.L.と略す）を 7 セッション行った。セッション 8 で初めて正解・不正

解コーナーの逆転し、同条件でセッション 14 までトレーニングを行った（以後、第 1

逆転学習フェーズ。図中、Rev.1 と略す）。セッション 21 でさらに正解・不正解コー

ナーの逆転し（初期学習フェーズと同じ正解・不正解コーナー位置にあたる）、同条

件でセッション 21 までトレーニングを行った（以後、第 2 逆転学習フェーズ。図中、

Rev.2 と略す）。セッション 21 でさらに正解・不正解コーナーの逆転し（初期学習フ
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ェーズと同じ正解・不正解コーナー位置にあたる）、同条件でセッション 29 までトレ

ーニングを行った（以後、第 3 逆転学習フェーズ。図中、Rev.3 と略す）。セッション

27 では、PCPA 曝露群における低競争環境（8 匹／ケージ）での競争優位性指標の変

化を観察するため、試験開始 12 時間前から対照群の 8 匹のマウスを別の飼育ケージ

に移動させ、試験開始 15 分後に再び IntelliCage に戻した。 

 

2-4-6. AD/HD 様発達障害モデルマウスを用いた行動柔軟性試験 

AD/HD様の多動性異常を示す発達障害モデルマウスとして同定されたGrin1 mut群

99 および Tuba1 mut 群 100、ならびにそれぞれの同腹仔の野生型 C57BL/6J マウス（以

上、全て雄）を用いた。RFID 個体識別用のトランスポンダーを Diethyl Ether 麻酔下

で皮下に挿入した 24 時間後から、Grin1 mut 群 8 匹およびその同腹仔の野生型 8 匹の

計 16 匹を同一ケージで、また Tuba1 mut 群 8 匹およびその同腹仔の野生型 8 匹の計

16 匹を同一ケージで各々7 日間飼育した（前馴化フェーズ）。この間、全てのマウス

に顕著な体重減少やケガが見られないことを確認した。それぞれ Grin1 mut 解析用と

Tuba1 mut 解析用の IntelliCage に移した後（Figures 14A-B）、馴化フェーズ 1、 馴化フ

ェーズ 2、馴化フェーズ 3 を各々5、1、5 日間行った。全ての馴化フェーズが終了後、

SAT の連続逆転課題を用いて行動柔軟性を評価した（Figures 14C）。試験は、初期学

習フェーズ、第 1−第 4 逆転学習フェーズ（Rev.1−Rev.4）を 7 セッションずつ、第 5−
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第 10 逆転学習フェーズ（Rev.5−Rev.10）を 4 セッションずつ行った。 

 

2-4-7. 周産期低用量 TCDD 曝露モデルを用いた行動柔軟性試験 

対照群、TCDD-0.6 群、TCDD-3.0 群が 6 ヶ月齢になった時点から行動柔軟性試験を

行った（Figure 21A）。IntelliCage を 2 台用い、1 台につき対照群、TCDD-0.6 群、TCDD-3.0

群をそれぞれ 4 匹ずつ試験した（n=8／群）（Figure 21B）。RFID 個体識別用のトラン

スポンダーをDiethyl Ether麻酔下で皮下に挿入し、その 24時間後から、同じ IntelliCage

で試験する予定の 12 匹のマウスを通常のプラスチックケージで 7 日間飼育した（前

馴化フェーズ）。この間、飼育環境の変化による顕著な体重減少やケガが見られない

ことを確認した。前馴化フェーズが終了した翌日午前 10 時にマウスを全て IntelliCage

に移した後、馴化フェーズ 1、 馴化フェーズ 2、馴化フェーズ 3 を各々3、1、5 日間

ずつ行った。全ての馴化フェーズが終了後、SAT の連続逆転課題を用いて行動柔軟性

を評価した（Figure 21C）。試験は、初期学習フェーズ、第 1−第 2 逆転学習フェーズ

（Rev.1−Rev.2）を 7 セッションずつ、第 3−第 11 逆転学習フェーズ（Rev.3−Rev.11）

を 4 セッションずつ行った。最後のセッション（Rev.11 の４日目。以下、Rev.11-4）

において、試験開始 1 時間後（23:00）から 30 分以内に順に全てのマウスの脳をサン

プリングした。 
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2-5. その他の行動実験 

2-5-1. オープンフィールドを用いた新奇環境における探索行動試験 

15 lux の照明下、オープンフィールド（50 x 50 x 50 cm のアクリル製ボックス、室

町機械、東京、日本）を用い、新奇環境における探索行動レベルの評価を行った。マ

ウスを１匹ずつオープンフィールド入れ、60 分間の行動の軌跡をオープンフィールド

上部に設置したカメラで撮影した。撮影した動画について TopScan ソフトウェアで画

像解析を行い、60 分間のうち、10 分間ごとの移動距離（cm）、また不安様行動の指標

として 10 分間ごとのセンター領域（オープンフィールド中央部 25 x 25 cm）における

滞在時間をそれぞれ定量した。 

 

2-5-2. ロータロッドを用いた運動協調性試験 

ロータロッドトレッドミル装置 MK-670（室町機械、東京、日本）を用い、運動協

調性試験を行った。これは、30 mm 径の回転バーの上にマウスをのせ、落下するまで

の時間を計測して運動協調性の指標とするものである。本実験の前に、1 日 4 回の練

習試行を 4 日間行った。この練習試行は 1 試行 60 秒、回転速度は各々3 rpm からスタ

ートし、60 秒の間に徐々に回転数を 3, 10, または 20 rpm まで上げた。本実験では、1
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日 4 回の試行を 4 日間行った。試行は 1 試行 60 秒、回転速度は各々3 rpm からスター

トし、60 秒の間に徐々に回転数を 10, 20, 30, または 40 rpm まで上げ、マウスが落下

するまでの時間を計測した。試行中に落下しなかったマウスの落下時間は 60 秒とし

た。 

 

2-6. 免疫組織化学染色 

周産期低用量 TCDD 曝露モデルを用いた行動柔軟性試験において、最後のセッショ

ンで課題を遂行中（セッション開始から 1 時間後）のマウスから脳を摘出し神経活動

マーカーを指標とした解析を行った。取り出した脳は直ちに粉末状のドライアイスに

包埋した（未固定新鮮凍結法）。以後、脳サンプルは全て－80℃のディープフリーザ

ーにて凍結保存し、順次、クライオスタットを用いて 12μm の厚さで薄切した。次に、

薄切した脳切片に神経活動マーカー c-Fos、Arc タンパクに対する抗体を反応させ免

疫組織化学染色により、脳領域ごとの神経活動のレベルを調べた。以下の工程は、特

に記述がない限り室温で行った。脳切片を貼付したスライドガラスを PBST（0.05% 

Triton X100）で 5 分間 wash し、続いて 4%パラホルムアルデヒド（溶媒は PBS, pH7.4）

で 10 分間固定した。PBST で wash した後、0.3%H2O2（溶媒は 100%メタノール）中

で 30 分間インキュベートした（内因性ペルオキシダーゼ活性の阻害）。続いて、ブロ

ッキング溶液で室温 30 分、4℃で 30 分インキュベートした後、一次抗体液（c-Fos 抗
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体は 1:1000、Arc 抗体は 1:10000 で PBST に希釈）を切片にのせ、4℃で一晩インキュ

ベートした。その後、TSA Biotin System（Perkin Elmer）を用いたシグナル増幅工程を

付属のプロトコールに沿って行った（二次抗体は 1:200 で PBST に希釈）。最後に DAB

によりシグナルの可視化を行い、封入した。 

 免疫標識された細胞数は、ステレオロジー解析（Stereo Investigator software 

(Microbrightfield Williston, VT)による半自動 optical fractionator method）によって定量し

た。なお、Arc 陽性細胞についての定量は、特に認知・学習、情動に関連の深い１４

領域、すなわち縁前方皮質 (PrL)、腹側眼窩皮質と外側眼窩皮質 (VO/LO)、内側眼窩

皮質 (MO)、前帯状皮質 (ACC; Cg1Cg2)、背外側線条体 (DLS)、側坐核 (AcbC)、一

次運動野 (M1)、一次体性感覚野 (S1)、後部帯状回皮質 (RSGc)、嗅周囲皮質 (Ect)、

海馬 CA1 領域 (CA1)、海馬 CA3 領域 (CA3)、扁桃体基底外側核 (BLA)、扁桃体中心

核 (CeA)に対して行った。c-Fos 陽性細胞についての定量は、PrL, ACC, CeA, BLA の

4 領域に対して行った。各領域の境界は Stereo Investigator software を用いて低倍率で

観察した各切片を Mouse Brain Atlas (Franklin and Paxinos, 3rd Ed., 2008)を参考に決定

した。細胞は 40 倍対物レンズの観察下でカウントした。続いて、領域ごとの 3 次元

細胞密度が Stereo Investigator software により各切片情報から推定された。各領域の

c-fos、Arc 免疫陽性細胞の平均数は各群マウス 5 匹のそれぞれの脳から少なくとも各

3 連続切片を用い、計算した。  
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2-7. 統計 

データは、 GraphPad Prism5 ソフトウェア  (MDF) 、統計解析ツール R

（http://cran.r-project.org/）、もしくは Excel 2010 ソフトウェア（Microsoft）を用いて、

Student の t 検定、一要因ないし二要因の分散分析と Bonferroni の多重比較検定により

行った。二要因の分散分析の交互作用については、有意であった場合のみ記述した。

有意水準はいずれも 5%とした。 
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3. 結果 

3-1.  新たな行動柔軟性試験としての Spatial Anticipation Task の確立 

3-1-1. 信頼性・妥当性の検証 

SAT および 2c-PL、1c-PL の計 3 つの場所弁別学習課題とその逆転課題を行った。

以下、逆転課題呈示前の学習フェーズを初期学習フェーズと表記する。SAT, 2c-PL, 

1c-PL の 3 つの場所弁別学習課題の逆転課題が各々行動柔軟性試験として適切な評価

方法であるかを検証するため、「初期学習フェーズのルールに高度に順応している（＝

誤反応率が低い）個体ほど、逆転課題に直面した時に行動を適応させることが困難で

ある（＝誤反応率が高くなる）」という理論的仮説に対する妥当性・信頼性の評価を

行った。 

まず SAT 群、2c-PL 群、1c-PL 群はいずれにおいても、初期学習フェーズにおける

誤反応率は、初期学習フェーズが長くなるほど低下する傾向が一貫して見られた

（Figures 7A-C、灰色の背景のセッション）。すなわち、SAT、2c-PL、1c-PL のいずれ

の試験課題においても、マウスが場所弁別学習を達成していく様子を安定して観察で

きることがわかった。次に、各群・各条件の初期学習フェーズの最後のセッションと

逆転課題セッション（黄色の背景のセッション）を比較した。いずれの群においても、

初期学習を 1 セッション行っただけでは 2 セッション目に逆転学習を行っても誤反応
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率は有意に上昇しなかった（P > 0.05, t-test）（Figures 7A-C）。ただし、初期学習を 2

セッション以上行った条件では、SAT 群、2c-PL 群ともに全て逆転課題セッションに

おいて有意な誤反応率の上昇が見られた（P < 0.05, t-test）（Figures 7A-B）。一方、1c-PL

群においても逆転課題セッションにおける誤反応率の上昇は見られたものの、分散が

大きく、初期学習フェーズを 4, 5, 14 セッション行った条件でしか逆転課題セッショ

ンで有意な誤反応率の上昇は見られなかった（P < 0.05, t-test）（Figures 7C）。 

次に各群において、初期学習フェーズ最後のセッションと逆転課題セッションの誤

反応率の関係に着目した。まず、Figure 7 から初期学習フェーズの最後のセッション

と逆転課題セッションのデータを抜き出してグラフを作成した（Figure 8A）。SAT 群

においては、初期学習フェーズの期間が長いほど誤反応率が低くなり、一方逆転学習

に伴う誤反応率の上昇率が大きくなることがわかった。一方 2c-PL 群および 1c-PL 群

では初期学習フェーズの期間が長いほど誤反応率が低くなるものの、逆転学習に伴う

誤反応率の上昇率には一貫した変化が見られなかった。次に、群ごとに、全ての初期

学習フェーズ条件のデータを用いて逆転学習前後の誤反応率の関係をプロットした

（Figure 8B）。ピアソンの無相関検定を行った結果、SAT 群においてのみ P 値が 0.0001

以下（r = 0.84）と、両変数間に非常に高い負の相関性が確認された。 

以上から、SAT は、「初期学習フェーズのルールに高度に順応している（＝誤反応

率が低い）個体ほど、逆転課題に直面した時に行動を適応させることが困難である（＝
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誤反応率が高い）」という行動柔軟性における理論的仮説に合致した認知的行動を、

実験的に高い精度で評価できる試験系であることがわかった（Figure 8B）。以下、SAT

を用いて、IntelliCage における行動柔軟性試験法の確立を目指した。 

 

3-1-2. Spatial Anticipation Task (SAT)のプロトコール検討 

SAT において、往復する 2 つの正解コーナーの位置関係が成績に及ぼす影響を調べ

るため、以下の方法で条件検討を行った。ケージの対角線、長辺、ないし短辺に位置

する 2 コーナーを往復するマウスのグループをそれぞれ対角線群、長辺群、短辺群（各

群 n=8）とし、7 セッションの初期学習フェーズに続いて逆転課題セッションを行っ

た。（Figure 9）。その結果、対角線群、長辺群、短辺群はいずれの群においても同様

に、初期学習フェーズの間に顕著な不正解アクセス（誤反応率）の減少と正解アクセ

スの増加が一貫して観察された（Figures 10A-B）。また、いずれの群においても、リ

エントリーアクセスはセッションを通じて 20%前後であった。初期学習フェーズにお

ける学習の達成率（セッション 1 からセッション 7 までの成績の変化率）には群間で

有意な差は見られなかった（P > 0.05, one-way ANOVA）。続くセッション 8 の逆転学

習では、いずれの群においても正解アクセス率の減少および不正解アクセス率（誤反

応率）の増加が見られた。ただし、セッション 7 においてはいずれの成績にも群間の

差は見られなかったものの、セッション 8 では短辺群は他の対角線群・長辺群に対し
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有意に正解アクセス率が高く（P < 0.05, one-way ANOVA; a, b, P < 0.05, Bonferroni test）、

また不正解アクセス率（誤反応率）が低かった（P < 0.05, one-way ANOVA; a, b, P < 0.05, 

Bonferroni test）（Figure 10B）。このことから、短辺を往復させる SAT は、対角線や長

辺を往復させる条件と比較して、初期学習の効率には差は無いものの、逆転学習に伴

う認知的負荷が小さいことが示唆された。 

次に、往復する 2 つの正解コーナーの位置関係が観察される行動指標の個体間誤差

にどのような影響を及ぼすかに着目した。初期学習フェーズと逆転課題セッションの

全 8 セッションで得られた群ごとの正解アクセス率、不正解アクセス率（誤反応率）、

リエントリー率の標準偏差を調べた（Figure 10C）。その結果、まず正解アクセス率に

関して、短辺群は長辺群よりも大きい標準偏差を示した（P < 0.05, one-way ANOVA; *, 

P < 0.05, Bonferroni test）。また、不正解アクセス率（誤反応率）に関して、短辺群は

対角線群および長辺群よりも大きい標準偏差を示した（P < 0.05, one-way ANOVA; *, P 

< 0.05, Bonferroni test）。これらのことから、短辺を往復させる SAT は、対角線や長辺

を往復させる条件と比較して、個体間誤差が大きくなりやすいプロトコールであるこ

とが示唆された。 

以上の条件検討結果から、SAT を用いた行動柔軟性試験には、より逆転学習に伴う

認知的負荷が高く、かつ個体間誤差の小さいデータの得られる、対角線ないし長辺に

位置する 2 コーナーを往復させるプロトコールが適している事がわかった。以下の実
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験では、対角線に位置する2コーナーを往復させるSATを用いて行動表現型を行った。 

 

3-2. PCPA 投与によるセロトニン欠乏モデルマウスにおける行動表現型解析 

C57BL/6J 雄マウス 16 匹の IntelliCage への馴化フェーズ 3 が終了した段階で、個体

ごとの 1 日あたりのコーナーアクセス数および体重の平均が均等になるよう、8 匹ず

つ 2 グループに分けた（Figure 11A）。生理食塩水ないし PCPA 溶液投与用浸透圧ポン

プを皮下に挿入した後、ポンプからの溶液流出量が安定するまでさらに 3 日間、馴化

フェーズ 3 を続けた（Figure 11B）。この間、ポンプ挿入時の皮膚切開痕のかい離・化

膿等は見られなかった。また、ポンプ挿入前後で一日あたりのコーナーアクセス数に

変化は見られなかった。以上から、浸透圧ポンプを挿入したマウスを行動試験に用い

ることが可能であることと判断した。試験では、SAT の初期学習フェーズの後、逆転

学習を計 3 回行った（Rev.1-Rev.3, 連続逆転課題）（Figure 11B）。 

 

3.2.1 行動柔軟性指標 

SAT の連続逆転課題を用いた行動柔軟性試験では、PCPA 群は第 1 逆転フェーズの

初日のセッション（Rev.1-1）において、対照群と比較して有意に高い誤反応率を示し

た（Figure 12A）（*, P < 0.05, Bonferroni test）。その他のセッションでは群間差は見ら
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れなかった（Group, P > 0.05, Two-way ANOVA with RM within all sessions/each learning 

phase, P > 0.05, Bonferroni test）。この Rev.1-1 のセッションについて、セッション内で

の累積誤反応数の推移をプロットした（Figure 12B）。セッションの初めの 100 アクセ

スを前後半の 50 アクセスずつに区切って群間差を解析したところ、前半は群間の差

はないものの、後半において PCPA 群の誤反応率が高いことがわかった（Group, F (1, 

686) = 3.97, P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）。すなわち、対照群はセッション

の後半で PCPA 群よりも早く新しいルールに対応できていたことがわかった。各セッ

ションのリエントリー率は群間に差は無く、交替行動は同様に習得できていることが

わかった（Figure 12C）。各セッションの総コーナーアクセス数においても群間に差は

無く、PCPA によるセッション中の活動量に大きな影響は認められなかった（Figure 

12D）。以上から、PCPA 25 mg/kg の持続投与は、初期学習や基本的な活動量には影響

しないが、逆転学習を初めて経験したセッションにおいて、新しいルールへの行動柔

軟性の低下を引き起こすことが認められた。 

 

3.2.2 社会的行動表現型としての集団内競争優位性指標 

次に、3 時間のセッションの中で、単位時間（分）あたりのコーナー滞在時間（全

セッションの平均）を調べたところ、対照群および PCPA 群ともに、セッション開始

時に一過的なコーナー滞在時間の増加が見られることがわかった（Figure 12E）。ビデ
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オ観察したところ、セッション開始して間もない時間帯は、ケージ内の 16 匹のマウ

スが 4 つのコーナー（コーナー1 つにつき、1 度に 1 匹のみアクセス可能）に集中的

にアクセスし、競争的状況になっていることがわかった（Figure 12G）。ここで、この

セッション開始後 5 分間のコーナー滞在時間（以後、コーナー占有時間）を、他の個

体と共通の目標（＝報酬の獲得）を競いながら達成する行動の優位性（＝競争優位性）

の指標として解析に用いた。対照群と PCPA 群のコーナー占有時間をセッションごと

に比較したところ、対照群が PCPA 群と比較してコーナー占有時間が長い傾向は、行

動柔軟性試験開始時（セッション 1）には見られなかったものの、セッションを重ね

得るにつれて顕著になっていく様子が明らかになった（Figure 12F、セッション番号

は行動柔軟性試験の全学習フェーズの通し番号）（Group, F (1, 266) = 4.71, P < 0.05, 

after Session 8 except 27; Group x Session, P > 0.05, after Session 8 except 27）。 

セッション 27（Figure 12F, 黄色のバー）では、PCPA 群のコーナー占有時間の低下

が、報酬への欲求が低い、またはセッション開始のシグナル（LED の点灯等）に気が

付かない等、非社会的要因に起因する可能性を検討した。このため、セッション 27

を行う 12 時間前から、ケージから対照群のマウスを全て取り除き PCPA 群のマウス

のみを残した。セッション 27 開始後、15 分経過した後に対照群をケージに戻した。

すなわち、セッション開始後 15 分まではケージの中に PCPA 群の 8 匹しかおらず、4

つのコーナーを競う倍率がより低い競争条件となるように設定した。この時、PCPA
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群のセッション 27 開始時のコーナー占有時間は顕著に、通常の対照群と同等のレベ

ルまで高くなった。すなわち、本実験において見られた PCPA 群のコーナー占有時間

の低下は、PCPA 群の報酬への欲求が低さや、セッション開始のシグナル（LED の点

灯等）に気が付かない等の要因によるものではなく、競争優位性の低さという社会的

要因に基づくものであることが示された。また、本研究で開発した行動柔軟性試験に

おいて、セッション開始後 5 分間のコーナー占有時間が集団内競争優位性に基づく社

会的行動指標となり得ることがわかった。 

 

3.2.3 固執性指標 

本研究で開発した SAT を用いる行動柔軟性試験では、各々のマウスのコーナーアク

セスは、正解アクセス（報酬の得られるコーナーへのアクセス）、不正解アクセス（そ

の学習フェーズの間、決して報酬を得られない 2 コーナーへのアクセス）、リエント

リーアクセス（報酬の得られたコーナーに連続してアクセスしたため、交替ルールに

より報酬が得られないアクセス）の 3 つに分類できる。この時、正解アクセス時に選

択的な滞在時間の延長やノーズポーク回数の増加は、報酬イベント（飲水）に対する

固執性の指標と捉えられる。 

各セッションの各々のコーナーアクセスあたりの平均コーナー滞在時間を群間で
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比較したところ、有意な差は見られなかった（Figures 13A-C）。次に、各セッション

の各々のコーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数を群間で比較した。PCPA

群は試験の後半において、正解アクセスあたりのノーズポーク回数が対照群よりも有

意に高くなることがわかった（Group, F (1,196) = 4.62, P < 0.05; Group x Session, P < 

0.05, Two-way ANOVA with RM within the last 2 weeks）（Figure 13D）。一方、不正解ア

クセス時やリエントリーアクセス時のノーズポーク数には影響は見られなかった

（Figures 13E-F）。正解アクセス時には、一度のコーナーアクセスにおいて一度しか報

酬を得ることができない。すなわち、PCPA 群マウスが正解アクセス時において選択

的にノーズポーク数が増加しているという結果から、PCPA 群の報酬への固執的行動

が亢進していることが示された。また、本研究で開発した行動柔軟性試験において、

正解アクセスあたりのノーズポーク数は固執性行動の指標となり得ることがわかっ

た。 

 

3-3. Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut マウスにおける行動表現型解析 

3.3.1 IntelliCage における新奇環境探索活動および自発活動指標 

Grin1 mut 群および Tuba1 mut 群（Figures 14A-B）のデータをもとに、前馴化

フェーズ終了後、IntelliCage へ収容した直後の新奇環境における探索活動／自発活
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動のレベルを以下に示す指標を基に解析した。まず、午前 10 時に前馴化フェーズを

行っていた飼育ケージから IntelliCage に移した直後から、馴化フェーズ 1 における 30

分ごとのコーナーアクセス数を調べた（Figure 15）。各群の IntelliCage への収容直後

のコーナーアクセス数をみると、概して初めの 30 分のアクセスは少なく、その後顕

著に増加し、約 4 時間後に減少した。これは、マウスが初めて IntelliCage のケージ環

境を経験した際の、新奇環境における探索活動を反映していると考えられる。また、

初日の暗期以後は、暗期における活動量の上昇および明期における活動量の減少とい

う、マウスの従来の概日リズムに沿った活動量の変化のパターンが一貫して観察され

た。また、暗期のコーナーアクセス頻度に二峰性のリズム、すなわち暗期始まって間

もなくの時点と、暗期の終わりの時点に、コーナーアクセスが大きく上昇するリズム

が見られた。C57BL/6J 系統のマウスでは従来、暗期におけるホームケージ活動量に

全く同様の二峰性のピークをもつリズムがあることが知られている 65。以上の点から、

IntelliCage への収容後、初めの暗期からのコーナーアクセス数は基底状態におけるホ

ームケージ内での自発的活動量の指標として確からしい。また、正常な行動リズムの

質的な指標として、暗期における二峰性のピークの有無にも注目できる。 

 

3.3.2 Grin1 mut マウスにおける新奇環境での探索活動／自発活動指標 

Grun1 mut 群において上記の新奇環境の探索活動指標（IntelliiCage 収容直後 4 時間
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での明期の活動量）をみると、対照群に対して有意な差は見られなかった。しかし、

その後の 5 日間で、Grin1 mut 群では各暗期における総コーナーアクセス数が対照群

に対して一貫して高いコーナーアクセス数を示した（Genotype, F (1, 322) = 6.96, 3.56, 

3.84, 5.74, and 7.24; P = 0.02, 0.08, 0.07, 0.03, and 0.02 within the 1st to 5th dark phase, 

respectively, Two-way ANOVA with RM）（Figure 15A）。以上から、Grin1 mut 群は基底

レベルにおける自発活動の亢進が見られること、Tuba1 mut 群は新規環境における探

索活動および基底レベルにおける自発活動の抑制が見られることがわかった。 

 

3.3.3 Tuba1 mut マウスにおける新奇環境での探索活動／自発活動指標 

Tuba1 mut 群において新奇環境の探索活動指標（IntelliCage 収容直後 4 時間での明期

の活動量）をみると、野生型群よりも活動量が低いことがわかった（Group, F (1, 98) = 

13.85, P < 0.05; Genotype x Time, P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）。さらに、Tuba1 

mut 群ではその後の 5 回の暗期において対照群に対して一貫して低いコーナーアクセ

ス数（Genotype, F (1, 322) = 6.82, 20.68, 30.1, 4.99, and 11.59; P = 0.02, 0.0005, 0.0001, 

0.04, and 0.004 within the 1st to 5th dark phase, respectively, Two-way ANOVA with RM）

（Figure 15B）が観察された。これより、Tuba1 mut 群では基底状態におけるホームケ

ージ内での自発的活動量が低いことが示された。さらに Tuba1 mut 群では活動性が抑

制されているだけでなく、通常 C57BL/6J 系統で見られる暗期の二峰性の活動リズム
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が消失していることがわかった。 

 

3.3.4 Grin1 mut マウスにおける行動柔軟性指標 

Grin1 mut 群は初期学習フェーズにおいて、野生型群よりも SAT を早く学習した

（Genotype, F (1, 84) = 9.13, P < 0.05, Two-way ANOVA with RM, Genotype x Session, P < 

0.05; *, P < 0.05 in Session 2, 3, and 4 （初期学習フェーズ）, Bonferroni test）（Figure 16A）。

Rev.1 においては、野生型群、Grin1 mut 群は同様な成績を示したが、Rev.2 以降、新

たな逆転学習フェーズに入るたびに対照群に対して高い誤反応率が顕れた（*, P < 

0.05, Bonferroni test within all sessions）（Figures 16A）。また、Grin1 mut 群は高いリエン

トリー率を示した（Genotype, F (1, 812) = 30.0, P < 0.05; Genotype x Session, P < 0.05, 

Two-way ANOVA with RM）（Figures 16B）。これより、Grin1 mut 群は交替ルールの学

習が十分に成立していない可能性が示唆された。また、Grin1 mut 群は各セッション

で高い総コーナーアクセス数を示した（Genotype, F (1, 812) = 24.6, P < 0.05; Genotype 

x Session, P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）（Figures 16C）。これは、馴化フェーズ 1

でみられた基底レベルでの高い自発活動性と一致していた。 

次に、各逆転学習フェーズの誤反応率をより詳しく解析した。Rev.1 から Rev.10 ま

での各逆転学習フェーズの誤反応率について、それぞれのフェーズの初めのセッショ
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ン（正解・不正解を逆転した日）、2 番目のセッション、3 番目のセッション、4 番目

のセッションにデータをわけてまとめた（Figure 16D）。その結果、各逆転学習フェー

ズの初めのセッションでは Grin1 mut 群の誤反応率が高いことがわかった（Genotype, 

F (1, 126) = 33.49, P < 0.05; Genotype x Session, P < 0.05, Two-way ANOVA with RM; *, P 

< 0.05, Bonferroni test）、各逆転課題フェーズの 2 番目のセッションにおいても、Grin1 

mut 群の誤反応率が高いことがわかった（Genotype, F (1, 126) = 7.889, P < 0.05; 

Genotype x Session, P < 0.05, Two-way ANOVA with RM; *, P < 0.05, Bonferroni test）。各

逆転学習フェーズの 3 番目、4 番目のセッションでは群間に差が見られなかったため、

Grin1 mut 群の逆転学習がこの時点でようやく対照群と同様のレベルの適応を示して

いたことがわかる。 

次に、各逆転学習フェーズの初めのセッションにおける Grin1 mut 群の誤反応率に

ついて、それぞれセッション内の累積誤反応率の変化を調べた（Figure 16E）。その結

果、Rev.2 以降のいずれにおいてもセッションの初めの 50 アクセスでは群間の差がほ

とんど見られないものの、その後の 50 アクセスにおいて群間の差が開く（野生型群

が Grin1 mut 群よりも早く逆転課題に適応している）傾向が一貫して見られた。以上

から、Grin1 mut 群は、行動柔軟性の低下が見られることがわかった。 
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3.3.5 Tuba1 mut マウスにおける行動柔軟性指標 

Tuba1 mut 群は初期学習フェーズにおいて、野生型群よりも SAT を早く学習した

（Genotype, F (1, 84) = 25.42, P < 0.05, Two-way ANOVA with RM, Genotype x Session, P 

< 0.05; *, P < 0.05 in Session 3, 4, 5, 6, and 7 （初期学習フェーズ）, Bonferroni test）

（Figure 17A）。Rev.1 以降は、新たな逆転学習フェーズに入るたびに対照群に対して

高い誤反応率が顕れた（*P < 0.05, Bonferroni test within all sessions）（Figures 17A）。ま

た、Tuba1 mut 群は初期学習フェーズにおいて高いリエントリー率を示した（Genotype, 

F (1, 84) = 7.43, P < 0.05, Two-way ANOVA with RM, Genotype x Session, P < 0.05; *, P < 

0.05 in Session 2 and 3 （初期学習フェーズ）, Bonferroni test）（Figures 17B）。これより、

Tuba1 mut 群は交替ルールの学習が遅れていた可能性が示唆された。各セッションの

総コーナーアクセス数については一貫した群間差群は見られなかった（Figures 17C）。

これより、馴化フェーズ1ではホームケージ内の自発活動性の低下が示されたものの、

セッション時の報酬に対する欲求行動のレベルに変化はないことが示された。 

次に、各逆転学習フェーズの誤反応率をより詳しく解析した。Figure 16D と同様に、

Rev.1 から Rev.10 までの各逆転学習フェーズの誤反応率について、それぞれのフェー

ズの初めのセッション（正解・不正解を逆転した日）、2 番目のセッション、3 番目の

セッション、4 番目のセッションにデータをわけてまとめた（Figure 17D）。その結果、

各逆転学習フェーズの初めのセッションでは Tuba1 mut 群の誤反応率が高いことがわ
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かった（Genotype, F (1, 126) = 35.27, P < 0.05; Genotype x Session, P > 0.05, Two-way 

ANOVA with RM; *, P < 0.05, Bonferroni test）。また、各逆転課題フェーズの 2 番目以降

のセッションでは群間に差が見られなかったため、Tuba1 mut 群の逆転学習がこの時

点では対照群と同様の逆転課題への適応を示していたことがわかる。 

次に、各逆転学習フェーズの初めのセッションにおける Tuba1 mut 群の誤反応率に

ついて、それぞれセッション内の累積誤反応率の変化を調べた（Figure 17E）。その結

果、Rev.6 を除いていずれにおいてもセッションの初めの 50 アクセスでは群間の差が

ほとんど見られないものの、その後の 50 アクセスにおいて群間の差が開く（野生型

群が Tuba1 mut 群よりも早く逆転課題に適応している）傾向が一貫して見られた。以

上から、Tuba1 mut 群は、行動柔軟性の低下が見られることがわかった。 

 

3.3.6 Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut マウスにおける集団内競争優位性指標 

Grin1 mut 群および Tuba1 mut 群における競争優位性を評価するため、セッション中

の毎分のコーナー占有時間（全セッションの平均）およびセッション毎の最初の 5 分

間のコーナー占有時間をそれぞれ群間で比較した（セッション番号は行動柔軟性試験

の全学習フェーズの通し番号）（Figure 18）。その結果、Grin1 mut 群は野生型群と比較

してセッション開始後 5 分間のコーナー占有時間が長いことが明らかになった
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（Genotype, F (1, 840) = 15.08, P < 0.05; Genotype x Session, P > 0.05, Two-way ANOVA 

with RM）。一方、Tuba1 mut 群は野生型群と比較してセッション開始後 5 分間のコー

ナー占有時間が短い傾向が見られたが有意な差は見られなかった（Genotype, F (1, 

840) = 3.16, P = 0.097; Genotype x Session, P > 0.05, Two-way ANOVA with RM）。 

 

3.3.7 Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut マウスにおける固執性指標 

Grin1 mut 群は、正解アクセス、不正解アクセス、リエントリーアクセスの各条件

のコーナーアクセスの平均滞在時間がいずれも野生型群に対して短いことがわかっ

た（Genotype, F (1, 840) = 12.75, 11.86, and 15.77 for correct, incorrect, and re-entry 

condition, respectively, P < 0.05 for all conditions; Genotype x Session, P < 0.05 for all 

conditions, Two-way ANOVA with RM）（Figures 19A-C）。一方、コーナーアクセスあた

りのノーズポーク数には群間で変化は見られなかった（Figure 19D-F）。野生型群にお

いて正解アクセスあたりの平均ノーズポーク数が試験後半で高くなる傾向が見られ

たが、統計的有意性は確認されなかった。一方、Grin1 mut 群は各条件のコーナーア

クセスの平均滞在時間のもノーズポーク数にも野生型群との有意な差は見られなか

った（Figure 20）。 

 



77 

 

3-4. 周産期 TCDD 曝露マウスにおける行動表現型解析 

3.4.1 新奇環境での探索活動／自発活動指標、運動協調性 

 経胎盤・経母乳による周産期 TCDD 曝露を受けたマウスが成熟して後、SAT による

行動柔軟性試験を行った（Figure 21）。この実験で用いた TCDD 投与量による妊娠マ

ウスの体重および産仔数に影響はなかったが、これは既報と同様の結果であった 101。

仔マウスが成長した後、試験開始時の体重には群間で有意な変化は無かった。また、

IntelliCage 試験の馴化フェーズ 1 における新奇環境における探索活動性・自発活動性

指標と比較するため、同一の母親から生まれたマウスをオープンフィールド試験のた

めにのみ用意して検討した。オープンフィールドにおける 60 分間の活動量は群間で

差が無く、新奇環境における探索活動性には影響が見られなかった（Figure 22A 左）。

また、不安様行動の指標として用いられるオープンフィールドのセンター領域滞在時

間についても、群間で差は見られなかった（Figure 22A 右）。次に、ロータロッドを

用いた運動協調性試験を行った。4 日間の連続試行で、最大回転数が 10, 20, 30, 40 rpm

のいずれの試行においても群間で差は見られなかった（Figure 22B）。 

次に、IntelliCage を用いて新奇環境における探索活動性および自発活動性への影響

を評価した。TCDD-0.6 群、TCDD-3.0 群について、前馴化フェーズ終了後、IntelliCage

へ収容した直後の新奇環境における探索活動／自発活動のレベルを解析した。前馴化

フェーズを行っていた飼育ケージから IntelliCage に移した直後から、馴化フェーズ 1
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における 30 分ごとのコーナーアクセス数を調べた。その結果、IntelliCage への収容直

後のコーナーアクセス数（新奇環境における探索行動）、および初日の暗期以降のコ

ーナーアクセス数（ホームケージ内の自発活動）のいずれにおいても、TCDD-0.6 群、

TCDD-3.0 群はいずれも対照群に対して、有意な差は見られなかった（Figure 22C-D。

以降、視認性を図るため、グラフは対照群と TCDD-0.6 群のものと、対照群と TCDD-3.0

群のものにわけて作成した。対照群のデータは共通である）。また、いずれの群にお

いても暗期のコーナーアクセス頻度に二峰性のリズム、すなわち暗期始まって間もな

くの時点と、暗期の終わりの時点に、コーナーアクセスが大きく上昇する正常なリズ

ムが見られた。以上から、本実験で用いた TCDD 曝露用量は、新奇環境における探索

活動および自発活動性には影響のないレベルであることが、オープンフィールド試験

と、今回私が検討した IntelliCage を用いた行動指標の両方で示された。 

 

3.4.2 行動柔軟性指標 

TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群は初期学習フェーズ、Rev.1 において対象群と同様

の成績を示した（Figure 23）。しかしながら、TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群は Rev.2

の初日（Rev.2-1）において、ともに対照群に対して有意に高い誤反応率を示した（*, 

P < 0.05, Bonferroni test）（Figures 23A and C）。 
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この Rev. 2-1 のセッションについて、セッション内での累積誤反応数の推移をプロ

ットした（Figure 23B, D）。セッションの初めの 100 アクセスを前後半の 50 アクセス

ずつに区切って群間差を解析したところ、前半は群間の差はないものの、後半におい

て TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群の誤反応率が各々対照群に対して高いことがわか

った（Group, F (1, 686) = 5.47 (TCDD-0.6) and 5.41 (TCDD-3.0), P < 0.05, Two-way 

ANOVA with RM）。 

リエントリー率に関しては、TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群と対照群との間に有

意差は認められなかった（Figure 23E, G）。すなわち、TCDD-0.6 群および TCDD-3.0

群は交替ルールを正常に学習していたことが示唆された。また、各セッションにおけ

る総コーナーアクセス数を調べたところ、TCDD-0.6 群は対照群に対して減少してい

ることがわかった（Group, F (1, 784) = 7.90, P < 0.05; Genotype x Session, P > 0.05, 

Two-way ANOVA with RM）（Figure 23F）。 

 

3.4.3 集団内競争優位性指標 

TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群における競争優位性を評価するため、セッション

中の 1 分あたりのコーナー占有時間（全セッションの平均）およびセッション毎の最

初の 5 分間のコーナー占有時間をそれぞれ群間で比較した（セッション番号は行動柔
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軟性試験の全学習フェーズの通し番号）（Figure 24）。その結果、TCDD-0.6 群は対照

群と比較してセッション開始後5分間のコーナー占有時間が長いことが明らかになっ

た（Group, F (1, 784) = 20.38, P < 0.05; Genotype x Session, P > 0.05, Two-way ANOVA 

with RM）（Figure 24A）。一方、TCDD-3.0 群では対照群と比較してセッション開始後

5 分間のコーナー占有時間に差は見られなかった（Figure 24B）。このことから、

TCDD-0.6 群において用量特異的に、社会的行動異常としての競争優位性の低下が見

られることがわかった。 

 

3.4.4 固執性指標 

TCDD-0.6 群は、各セッションの正解アクセスの平均滞在時間が対照群に対して長

いことがわかった（Group, F (1, 784) = 7.28, P < 0.05; Genotype x Session, P < 0.05, 

Two-way ANOVA with RM）（Figure 25A）。不正解アクセスの平均滞在時間、およびリ

エントリーアクセスの平均滞在時間には群間で変化は見られなかった（Figure 25B-C）。

また、TCDD-0.6 群は、各セッションの正解アクセスあたりの平均ノーズポーク数も

対照群に対して多いことがわかった（Group, F (1, 784) = 5.39, P < 0.05; Genotype x 

Session, P > 0.05, Two-way ANOVA with RM）（Figure 25D）。不正解アクセスの平均ノー

ズポーク数、およびリエントリーアクセスの平均ノーズポーク数には群間で変化は見

られなかった（Figure 25E-F）。一方、TCDD-3.0 群においては、各セッションの条件
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別平均コーナー滞在時間、平均ノーズポーク数に変化は見られなかった（Figure 26）。

このことから、TCDD-0.6 群において用量特異的に、正解コーナーへの滞在時間、正

解コーナーにおけるノーズポーク回数が高く、報酬イベントに対する固執性が見られ

ることがわかった。 

 

3.4.5 周産期 TCDD 曝露による行動異常の神経学的基盤 

周産期 TCDD 曝露マウスで観察された行動異常とそれに関連する脳領域を同定す

るため、行動柔軟性試験遂行中のマウスから脳を採取して、免疫組織化学染色による

神経活動マーカータンパク（Arc, c-Fos）発現細胞数の定量的解析を行った。行動柔軟

性試験最初のセッションの開始後、1 時間の時点でマウスの脳を採取し、新鮮凍結切

片を作成し、免疫組織化学染色を行った。まず、Arc 陽性細胞数の解析を認知・学習、

情動に関連の深い 14 領域（Figure 27A および方法を参照。図は Elsevier より許可を得

て使用）について行った。定量化した結果を Table 1 に示した。その結果、内側前頭

前皮質の領域で、PrL における対照群に対する TCDD-0.6 群の Arc 陽性細胞数の減少

傾向、ならびに ACC における対照群に対する TCDD-0.6 群の Arc 陽性細胞数の有意

な減少が見られた（One-way ANOVA および Bonferroni test）。さらに、扁桃体領域の

CeA および BLA で TCDD-0.6 群は対照群に比べて Arc 陽性細胞数の有意な減少が見

られた（one-way ANOVA followed by Bonferroni test）（Figure 27B, C）。これらの領域の
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神経活動マーカータンパクの変化の傾向について、別の神経活動マーカータンパクで

ある c-Fos についても検討した。その結果、上記の 4 領域の c-Fos 陽性細胞数につい

て、TCDD-0.6 群は対照群に対して PrL, ACC において有意に減少、また CeA におい

て有意に増加する、という結果が得られた（one-way ANOVA followed by Bonferroni test）

（Figure 27D）。BLA では群間の差は見られなかった。 

以上の結果は、TCDD-0.6 群で観察された行動異常が、認知機能制御の中枢である

内側前頭前皮質における神経活動の低下、そして情動機能の中枢である扁桃体におけ

る神経活動の亢進と相関があることを示している。直接の因果関係は不明だが、これ

らは周産期 TCDD 曝露に起因する行動異常の責任脳領域の候補と考えられる。 
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4. 考察 

本研究では、ヒト認知的柔軟性試験をもとに新たに独自に開発したマウス行動柔軟

性試験（Spatial Anticipation Task: SAT）を用い、その信頼性・妥当性の検証試験、

プロトコール最適化のための条件、そして複数の精神疾患・発達神経毒性モデルマウ

スの行動表現型解析を行った。その中で、SAT は行動柔軟性の精度の高い評価法とし

てだけでなく、下記に記すこれまでマウスでは知られていなかった高度な認知機能で

ある逆転学習ルールそのものに対する適応（reversal learning-set の確立）、そして

学習機能以外にも、新奇環境における探索活動レベル、基底状態での活動レベル、競

争的優位性を指標とした社会的行動特性の評価、固執性の評価が同時に実現できる試

験系であることが示された。以下に、それぞれの指標について、先行研究と比較しな

がら、どのような面から今後の精神・神経疾患研究、発達神経毒性研究に適用できる

かについて考察したい。 

 

4-1. 行動柔軟性指標について 

4-1-1. Spatial Anticipation Task（SAT）における選択反応の解釈、および行動柔軟性試

験としての妥当性・信頼性の検証 

SAT における選択反応の指標として、①正解アクセス率、②不正解アクセス率（誤
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反応率）、③リエントリーアクセス率の 3 つがある。 

①の正解アクセス率は、報酬の得られる場所と得られない場所の弁別学習、及び

SAT のルール（２つのコーナーの往復）を学習し、そのルールにもとづいて行動を計

画・実行できていることを示す指標となる。この正解アクセス率の低下は、単純に場

所の弁別学習ができていないことによっても起こり得るが、コーナーの往復ルールの

学習・計画・実行ができていないことによっても起こり得る。このように少なくとも

２つの要因が含まれた行動指標になっている点に注意が必要である。場所の弁別学習

の指標としては誤反応率の方が、一方でコーナーの往復ルールの学習・計画・実行の

指標としてはリエントリー率の方が、より解釈の容易な指標である。このため、本研

究で用いた各種のモデルマウスの解析においてはこの指標を使用しなかった。 

②の不正解アクセス率（誤反応率）は、報酬の得られる場所と得られない場所の弁

別学習の指標となる。正解アクセス率とは異なり、コーナーの往復ルールの学習・計

画・実行という認知的要素が影響しないため、単純に 4 つのコーナーのうち 2 つのコ

ーナーを選ぶという場所弁別学習の指標として適している。同様の理由で、逆転課題

直後において正解・不正解コーナーが逆転した状況では、新しいルールに適応する行

動柔軟性の指標として適している。このため、本研究ではこの誤反応率を行動柔軟性

の指標として用いた。また、セッション内における累積誤反応数は、3 時間というセ

ッションの中で個体がどのように逆転課題に対して行動を適応させていくかを評価
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する指標としても有用であることがわかった。 

③のリエントリーアクセス率は、どの程度コーナーの往復ルールの学習・計画・実

行ができているかの指標となる。リエントリーアクセス率の低下は、コーナーの往復

ルールそのものが学習できていないこと（学習能力の低下）、もしくは、コーナーの

往復ルールは理解できているものの、直前に報酬を得たコーナーに対する固執的なア

クセスに対する抑制や作業記憶の異常などにより、適切にそれを計画・実行できない

ことによっても起こり得る。このように、リエントリー率は複数の要因を反映する行

動指標になっている点に注意が必要である。本研究で得られたデータから、各種マウ

スのリエントリーアクセス率のデータをみると、総じて初期学習フェーズの 7 日間で

30-35%から 15-20%程度に下がっていることがわかる。これはコーナーの往復ルール

が学習されている様子を反映していると言える。Tuba1 変異マウスのように、この初

期学習フェーズの初めの数日間のみでリエントリー率が低下している場合は、コーナ

ーの往復ルールの学習が遅れていた、と解釈できる。一方、Grin1 変異マウスのよう

に、全セッションを通じてリエントリー率の高いマウスは、コーナーの往復ルールが

学習できていないのか、もしくはコーナーの往復を計画・実行することができていな

いのかの解釈が難しい。しかしながら、Grin1 変異マウスのリエントリー率は総じて

20-30%の間を推移しており極端に高いわけではないこと、またセッションによって

は野生型と差の見られないことから、学習そのものはできているが、学習したルール
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にもとづく行動の計画・実行がうまくできていないことが推測される。これは不正解

アクセス数を指標とした行動柔軟性とは異なる遂行機能の指標となり得ることが考

えられるため、今後別の試験系のデータとの比較等を通じ、解釈の確からしさを高め

ていく必要がある。 

本研究ではまず、誤反応率の指標を用いて、SAT、1c-PL および 2c-PL という 3 つ

の場所弁別学習課題の逆転課題が各々行動柔軟性試験として適切な評価方法である

かを検証するため、「初期学習フェーズのルールに高度に順応している（＝誤反応率

が低い）個体ほど、逆転課題に直面した時に行動を適応させることが困難である（＝

誤反応率が高くなる）」という理論的仮説に対する妥当性・信頼性の評価を行った。 

その結果、SAT を用いることで上記の初期学習の達成度と逆転学習時の成績の相関

性に関する理論的仮説に合致する結果を非常に正確に示すデータを得られることが

わかった（r = 0.84, P < 0.0001）。これまで、行動柔軟性試験は上記の理論的仮説を

もとにした信頼性および妥当性検証が十分に示されていない。また同様の行動柔軟性

試験としての信頼性および妥当性は、同じ IntelliCage 装置を用いた単純な場所学習

課題（2c-PL 課題、1c-PL 課題）では再現できなかった。IntelliCage を用いた行動柔

軟性データに関するこれまでに発表された研究では、いずれも今回使用した 1c-PL 課

題（4 つのコーナーの内の 1 つの正解コーナーの位置を変えることで逆転学習とする

課題）と同じ課題を試験に用いている 70,102-104。しかしながら、今回の試験から得ら
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れたデータからは、この 1c-PL 課題では初期学習の達成度と逆転学習時の成績に全く

相関が無かった（r = 0.19、P > 0.05）。また、これは、2c-PL 課題においても同様で

あった（r = 0.13、P > 0.05）。すなわち、この 1c-PL 課題、2c-PL 課題では行動柔軟

性を正確に評価できないと考えられる。 

1c-PL 課題ではなぜ行動柔軟性を正確に評価できないのだろうか。この課題を用い

た試験では、初期学習の達成は見られるものの、逆転課題時の成績に非常に大きな個

体差が観察された。例えば、1c-PL 課題の 8 セッション目で逆転学習を行った群の 4

匹のマウス（A, B, C, D）の誤反応率はそれぞれ、逆転学習直前（セッション 7）で

は A = 26%, B = 25%, C = 13%, D = 14%、逆転学習直後（セッション 8）では A = 32%, 

B = 54%, C = 15%, D = 76%であった。C は逆転直後に誤反応率が 2%しか上昇してい

ない一方、D の誤反応率は 62%も上昇していた。このあまりに大きな成績の差は、個々

のマウス本来の認知機能の差を検出しているというより、個々のマウスの初期学習に

おけるルールの解釈や方略の違いを反映していると考えられる。1c-PL 課題では、「4

つのコーナーの内、特定の 1 つコーナーでのみ報酬が得られる」というルールだけを

理解すればよく、その特定の 1 つコーナーを他の 3 つのコーナーと見分けるための

様々な情報（空間的情報等）を覚えることで大きな利益は得られない。例えば、より

認知的負荷の少ない方略として、その日のセッション開始とともにまずは全てのコー

ナーにアクセスし、どのコーナーが正解コーナーかを見つけ、あとはその正解コーナ



88 

 

ーの位置をそのセッションの 3 時間の間だけ記憶しておくか、もしくは単純にそのコ

ーナーの周辺に留まって繰り返しアクセスすればよい。このような方略をもつマウス

については、逆転学習によって正解コーナー位置が変更しても、過去の正解コーナー

位置に固執せずに新しいコーナーを見つけ、アクセスすることができる。一方、その

ような方略を持たず、初期学習フェーズにおける正解コーナーの空間的位置やその他

の特徴を強く記憶しようとすればするほど、逆転課題時にそのコーナーから離れるこ

とが難しくなるだろう。先に述べた C, D のマウスは各々、前・後者に相当する典型

例であると考えると上記の個体差の理由が矛盾なく解釈できる。 

このように、学習課題を解く方略のマウスによる違いは、その試験から得られるデ

ータの解釈を困難にする。序文に述べたモリス水迷路試験の例では、マウスがしばし

ばプールの壁に沿ってプラットフォームを探す方略をとり、見かけ上空間学習の成績

が向上するという例を挙げた。空間学習能力を評価するモリス水迷路やバーンズ迷路

では、このほかにもマウスがとり得る様々な方略の例が見つかっている 105,106。行動

試験系では、このような方略の違いが大きな交絡要因となり得る。今回得られた結果

からは、1c-PL 課題には方略の違いが出やすく、またそれ故に行動柔軟性試験には適

切でないことが示唆された。 

2c-PL 課題も 1c-PL と同様に、マウスによって初期学習のルールの解釈・方略が異

なり、それが大きな個体差となり、行動柔軟性指標として不適切なものになっている
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と考えられる。ただし、2c-PL は 1c-PL と比較して逆転課題直後の誤反応率の個体差

が小さいことから、方略の違いによる交絡要因の影響が出にくいように見える。むし

ろ 2c-PL 課題における問題は、初期学習フェーズの長さによらず逆転課題直後の誤反

応率が 40%前後から上昇しなかったことにある。この理由として、2c-PL 課題では

SAT や 1c-PL 課題と比較して常に正解コーナーが二か所にあり、容易に報酬を得ら

れるため、そもそも「強固な初期学習」が確立されなかったことが考えられる。 

SAT で用いる正解コーナーの位置のパターンの検討の結果、ケージの対角線もしく

は長辺に位置する 2 コーナーを往復させる条件の方が、ケージの短辺の 2 コーナーを

往復させる条件よりも、逆転学習に伴う誤反応率の上昇が顕著であった。このことか

ら、短辺の往復条件ではより逆転学習に伴う認知的負荷が小さいことが示唆された。

本研究では、行動柔軟性試験として、より認知的負荷が大きく、かつ個体差の少ない

データの得られる試験系が適切であると判断し、対角線を往復させるプロトコールを

採用した。今後は、対角線を往復させる SAT から、長辺を往復させる SAT への変更

に対する行動の適応の評価を行動柔軟性試験として試験系に組み込むこともできる

だろう。 
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4-1-2. マウスにおいて新規な行動柔軟性指標（reversal learning-set）の確立 

本研究では、SAT を用いた連続逆転課題形式の試験を行った。特に Grin1 変異マ

ウスおよび Tuba1 変異マウスを用いた実験では計 10 回、周産期 TCDD 曝露マウス

を用いた実験では計 11 回に及ぶ逆転学習を行った。この中で、非常に興味深い学習

行動が観察できた。マウスが逆転課題を繰り返せば繰り返すほど、新たな逆転課題フ

ェーズに入った直後のセッション（Rev.x-1）における誤反応率が小さくなっていく

様子が見られた。特に Grin1 および Tuba1 mut マウスを用いた実験において用いた

野生型群では、最後の逆転課題を呈示したセッション（Rev.10-1）では、逆転課題直

前のセッション（Rev.9-4）の誤反応率とほとんど差が見られなかった。すなわち、

このマウスは逆転課題を繰り返す中で、逆転課題そのものに対し徐々に適応していき、

最終的にはセッション全体の成績に影響を及ぼさないほど迅速に行動を転換できる

ようになったと考えられる。 

このようなルール転換に対する高度な順応性の獲得は、初めに Harry F. Harlow に

よってサルを用いた連続弁別課題実験で発見され、「learning-set の獲得」と表現さ

れている 107。Learning-set の獲得は、ヒト以外の動物が試行錯誤型の学習よりもさ

らに抽象的なルールの学習をできる事を示唆している。特に逆転学習を繰り返すこと

でこのルールに高度に順応する「reversal learning-set」は、チンパンジーやアシカ、

カラス等の高度な知性を持つことが知られている動物で確認されている 108-110。最近
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では、洗練されたオペラント試験系を用いることでラットにおいても reversal 

learning-set が起こることが報告されている 111。本研究で見られたマウスの逆転学習

に対する高度な順応は、まさにマウスにおいて reversal learning-set が獲得されるこ

とを示している。マウスにおける reversal learning-set に関する報告はこれまでに無

く、今回の試験系はこれまで全く知られていなかったマウスの高度な認知的行動を評

価し得る試験系であることが明らかとなった。 

SAT では、連続逆転課題に伴いこの reversal learning-set が確立されていく様子

を、各逆転フェーズ初日（Rev.x-1: ここで x は、1 から x の任意の数字）の成績を抽

出して比較することで評価できる。これはマウスにおいて全く新規かつ高度な行動柔

軟性指標であり、これまで不可能であったよりヒトに近い高度な認知機能をマウスに

おいて評価することが可能となったと言える。 

 

4-1-3. セロトニン欠乏モデルにおける行動柔軟性低下 

中枢セロトニンは遂行機能において重要な神経活動の調節因子であり 84、逆転学習

は眼窩前頭前野（OFC）へのセロトニン入力によって促進する 112。セロトニン前駆

体のトリプトファン欠乏ラットでは行動柔軟性が障害されることが知られていた 111。

私のこの学位論文研究では、先行研究の知見に基づき「セロトニンの合成阻害は行動

柔軟性を障害する」という仮説を立て、トリプトファンヒドロキシラーゼ阻害薬
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（PCPA）投与によるセロトニン欠乏モデルマウスを用いて、SAT を用いた行動柔軟

性試験で検証した。 

その結果、PCPA 投与群は最初逆転フェーズ初日（Rev.1-1）において対照群に比

較して有意に高い誤反応率を示し、仮説の通り、セロトニンの合成阻害により行動柔

軟性が障害されたことが示された。この結果は、今回新たに作成した試験系が従来の

知見と一致した結果を示すことから、試験系としてのさらなる妥当性を支持するもの

である。 

また二回目、三回目の逆転フェーズ（Rev. 2, Rev.3）では逆転学習成績の低下は見

られなかったことから、セロトニン欠乏による行動柔軟性低下は、繰り返しの逆転学

習のトレーニングによって何らかの機能的補完を受けること、そしてセロトニンは先

に示した reversal-learning set の獲得には必須ではないことが示唆された。行動柔軟

性に影響を及ぼす神経伝達物質には、セロトニン以外にも、ノルアドレナリンやドー

パミンがある。今後、様々なモノアミンをはじめとした伝達物質の枯渇モデルや、機

能亢進のための薬理試験などを組み合わせ、その行動柔軟性の修飾や

reversal-learning set の獲得を支える神経基盤メカニズムを明らかにしていく必要が

あるだろう。 
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4-1-4. Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut マウスにおける行動柔軟性低下 

Furuse らは、化学変異原の ENU を用いた大規模な「マウスミュータジェネシス

プロジェクト」から、今回用いた Grin1Rgsc174 （Grin1 mut マウス）および Tuba1 Rgsc1736

（Tuba1 mut マウス）という 2 つの変異体をもつマウスが行動異常を示すことを見出

した 99,100。これらのマウスは高い自発活動性と、そのメチルフェニデートによる正常

化を示しており、AD/HD 様の発達障害モデルのひとつと考えられている。これまで、

ヒト AD/HD 症状としては、行動柔軟性低下を含む遂行機能障害が報告されている

74,113,114。そこで AD/HD 症状としての行動柔軟性障害が、これら AD/HD 様発達障害

モデルマウスから検出されるかどうかを検証するためSAT行動柔軟性試験を行った。

その結果、Grin1 mut マウスと Tuba1 mut マウスのいずれにおいても、連続逆転課

題において繰り返し顕著な行動柔軟性低下が見られた。これは、ヒト AD/HD 症状の

モデルマウスから予測される表現型と一致した結果であることから、試験系としての

さらなる妥当性を支持するものである。 

Grin1 mut マウスは実験を通して対照群に対して有意に高いリエントリー率が観

察された。Tuba1 mut マウスにおいても、初期学習フェーズにおいて限定的ではあ

るが、対照群に対して有意に高いリエントリー率が見られた。これらは、SAT におけ

る正解コーナーの予測ルール（対角線に位置する 2 つのコーナーの往復）が十分に学

習されていないことを示唆している。このことから、特に Grin1 mut マウスにおい



94 

 

ては、目的に沿った効率的な行動の組織化が見られないことがわかった。 

この Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut マウスを用いた実験では、それぞれ計 10

回にも及ぶ逆転課題を行った。その結果、どちらの実験においても野生型マウス、変

異マウスともに繰り返しの逆転学習によって、各逆転フェーズ初日における誤反応率

の減少、すなわち reversal learning-set の獲得過程が観察された。しかしながら、

Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut マウスはいずれも最後の逆転フェーズ初日

（Rev.10-1）における誤反応率は各々の野生型マウスほどは減少せず、reversal 

learning-set が十分に獲得されないことがわかった。 

この実験から得られた興味深い知見として、Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut

マウスがそれぞれ連続逆転課題において一貫した行動柔軟性の低下を示しているに

も関わらず、初期学習フェーズにおいては野生型マウスよりも優れた成績を見せた点

が注目できる。この理由はまだ明らかではないが、ある課題に対しては高度な熟達を

見せるものの、ルールの転換に対する行動の転換が障害されているという点から、記

憶能力が向上している一方でその記憶の消去が困難になっているという表現型であ

るとも考えられる。 
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4-1-5.周産期 TCDD 曝露マウスにおける行動柔軟性低下 

これまで、周産期 TCDD 曝露を受けた仔の逆転課題への影響について、3 つの研究

結果が報告されている 115-117。 

Schantz らは、5.0 ppm の TCDD を混ぜた餌を妊娠前後に食べたアカゲザルの母

親から生まれた仔において、形を手掛かりとした逆転学習試験の成績低下が見られた

ことを報告している 115。Seo らは、妊娠 10 日目から 16 日目まで毎日 0.1 μg/kg の

TCDDを投与したSD系ラットから生まれた仔においてT字迷路を使った逆転課題を

行った結果、空間的手がかりではなく、視覚刺激を手がかりとした場合に成績低下が

見られることを報告している 116。Widholm らは、妊娠 10 日目から 16 日目まで毎日

0.1 μg/kg の TCDD を投与した SD 系ラットから生まれた仔において、2 レバーオペ

ラント学習装置を用いて左右のレバー位置の違い、あるいは視覚的刺激を用いた逆転

学習試験を行ったが、TCDD による逆転学習の成績に顕著な差は見られなかったこと

を報告した 117。 

 これらの先行研究は、用いた動物や曝露方法統一されていないものの、TCDD への

周産期曝露によって仔の逆転学習が障害され得ることを示唆しており、今回の結果と

一致している。しかしながら、先行研究では、同じ動物・曝露方法で作製されたモデ

ルの中でも、試験方法によって逆転学習の成績の低下が見られるものとそうでないも

のが見られる点にも注意が必要である。この原因として、試験系によって逆転学習能
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力低下の検出力が低い可能性が挙げられる。上記の逆転課題試験系では、私の学位論

文で行ったような行動柔軟性試験としての妥当性・信頼性検証が十分に行われたかど

うかは、論文の記載からは判断できない。また、初期学習および逆転学習の指標とし

て、正答率が一定の基準に達するまでにかかった試行数（number of trials to reach 

criterion）が使われている。すなわち、学習の達成度が初期学習、各逆転フェーズの

成績が各々単純な 1 つの数字から評価されている。このような試験系では、初期の軽

微な高次脳機能への影響を見逃してしまうおそれがある。 

本研究から得られた結果では、周産期 TCDD 曝露マウスは TCDD-0.6 群および

TCDD-3.0 群ともに、二回目の逆転課題フェーズ初日（Rev 2-1）において選択的に

誤反応率の有意な上昇が見られた。最初ではなく二回目の逆転課題において差が生じ

ることにはどのような意味があるのだろうか。逆転課題には、2 つの異なる行動の選

択肢が用意され、初期学習フェーズではそのうち 1 つの選択反応のみが強化され、最

初の逆転課題においてはもう 1 つの選択反応のみが強化される。二回目の逆転学習フ

ェーズでは、初期学習で経験した選択反応を初めて再学習するという点が特徴である。

本研究で行った一連の実験から、SAT におけるマウスの最初の逆転学習フェーズ初日

（Rev.1-1）の誤反応率はおよそ 60%強であるのに対し、二回目の逆転学習フェーズ

初日（Rev.2-1）の誤反応率は 40%強と、大幅に改善していた。二回目の逆転課題に

おいて求められる選択反応は、初期学習で獲得した選択反応と同一であることから、
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マウスは過去に獲得した知識を利用し、新たな逆転課題への適応が進行したできと考

えられる。周産期 TCDD 曝露マウスでは、以前に学習した知識を利用して行動転換

を促進することができなかったという点で行動柔軟性が低下していたと解釈できる。 

行動柔軟性の変容は、初めの逆転学習フェーズ、二回目の逆転学習フェーズ、その

後の逆転学習フェーズと、様々な段階で起こり得る。このため、一度の逆転学習試験

だけでは、行動柔軟性の限られた側面のみを測定していることになる。先に述べた今

回の Grin1 変異マウスはこの顕著な表現型の例で、初めの逆転課題直後のセッション

（Rev.1-1）では野生型との差は見られなかったが、二回目の逆転課題以降は、逆転

課題が呈示される度に一貫して行動柔軟性の低下を示した。これらの結果は、行動柔

軟性には繰り返しの観察による評価が必要不可欠であることを示している。 

免疫染色の結果からは、TCDD-0.6 群のみではあるが、対照群と比較して前頭前皮

質の神経活動レベルの低下、および扁桃体神経核（扁桃体中心核・扁桃体外側基底核）

における神経活動レベルの亢進が起こっていることが示唆された。前頭前皮質および

扁桃体の機能的異常は逆転学習の障害と関連付けられている 118。Kinoshita らは、内

側前頭前皮質損傷ラットにおける連続逆転課題で、今回の周産期 TCDD 曝露マウス

と同様、二回目の逆転課題に特異的に行動柔軟性低下が見られることを報告している

119。今回 TCDD-0.6 群のみではあるが、免疫染色の結果からは内側前頭前皮質の神経

活動性の低下が示されているため、Kinoshita らの結果との関連が示唆される。 
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今回の実験と並行して行った共同研究からは、TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群の

胎仔期大脳皮質において、対照群と比較して神経細胞の移動の遅れが見られることが

明らかになっている（補足資料 3）。この結果は、TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群

の成熟後における行動柔軟性低下に関与しているかもしれない。また、同様に共同研

究において、この神経細胞の移動の遅れが見られた TCDD-0.6 群および TCDD-3.0

群の胎仔脳の遺伝子発現解析を行ったので、補足資料 4 に示す。 

 

4-2. 新奇環境における探索活動および基底状態における自発活動指標 

 本研究では、マウスを IntelliCage に移した後の馴化フェーズにおけるコーナーア

クセス数が、新奇環境における探索活動性および基底状態における自発的活動性の指

標となることを見出した。 

本研究で用いた対照群・野生型群のマウスを見ると、初めて IntelliCage に入った

後、初めの 30 分はアクセスが少なかったが、その後約 4 時間もの間コーナーアクセ

スを続けることがわかった。これは、過去の IntelliCage を用いた実験 120の報告と一

致しており、新奇な環境に対するマウスの探索行動を反映していると考えられる。ま

たその後の暗期・明期周期に合わせた明確なコーナーアクセス数の増減が見られたこ

とから、このコーナーアクセス数は基底状態でのマウスの自発活動のリズムを反映し
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ていると考えられた。特に、C57BL/6J 系統のマウスでは暗期の中でもさらに二峰性

の活動量のピーク（暗期開始直後と明期開始前後）が見られることが知られている 65

が、今回の IntelliCage における暗期のマウスのコーナーアクセス数についてもこの

二峰性の活動量のピークが確認できた。以上、先行研究との一貫性から、IntelliCage

におけるコーナーアクセス数を新奇環境における探索活動性および基底状態におけ

る自発的活動性の指標とすることが妥当であると考えられる。 

Grin1 mut マウス、Tuba1 mut マウスを用いた実験では、対照群との比較から、

それぞれの活動性の異常が検出された。Grin1 mut マウスは、新奇環境における探索

活動性指標（初めの 4 時間のコーナーアクセス数）には野生型と差はなかったものの、

その後の 4 日間の暗期では、一貫して野生型よりも高い自発活動性を示した。この

Grin1 mut マウスは後の SAT の遂行中においてもセッションあたりのコーナーアク

セス数も高く、一貫した多動性が観察された。これは、元来この Grin1 mut マウス

（Grin1Rgsc174）が行動試験バッテリーから多動性を示すモデルとして見出された経緯

を考えると、過去の知見と一致していることがわかる。Furuse らはこの多動性がメ

チルフェニデートの投与により抑制されることを示しており、今回の IntelliCage に

おいて見られた多動性についても同様の効果を期待できる 99。 

一方、Tuba1 mut マウスにおいては、新奇環境における探索活動性指標、基底状

態での自発活動性指標の両方において、野生型よりも一貫して低くなる傾向が観察さ
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れた。これは、もともとこの Tuba1 mut マウス（Tuba1Rgsc1736）が行動試験バッテリ

ーから多動性を示すモデルとして見出された経緯とは逆の結果を示している。

Furuse らの報告によれば、この Tuba1 mut マウスはオープンフィールド試験および

ホームケージ内活動性試験の結果で、一貫して高い活動性を示している 100。なぜ、

今回このような報告に矛盾する結果が生じたのだろうか。第一に、今回の IntelliCage

を用いた試験系では、集団飼育環境下における活動性評価であり、マウスを単独で飼

育・試験を行っていた Furuse らの試験系と異なる。これが双方の結果の差に影響し

ていることが考えられる。すなわち、この Tuba1 mut マウスは単独で飼育・試験さ

れている環境であれば多動性を示すが、集団内で飼育・試験されている環境では逆に

活動性が低下する（もしくは環境への順応が遅れる）、という仮説が考えられる。他

個体の存在による自発的活動の抑制という観点からみれば、ここの結果は Tuba1 mut

マウスにおいて競争優位性が野生型に比べて低下する傾向にあったことと一致して

いる。 

周産期 TCDD 曝露マウスの実験からは、新奇環境における探索活動性指標および

基底状態での自発活動性指標のいずれも群間で有意な差は見られなかった。今回用い

た周産期 TCDD 曝露マウスで独自にオープンフィールド試験を行ったが、群間に差

は見られなかった。このことから、周産期 TCDD 曝露マウスには一貫して新奇環境

における探索活動性および基底状態での自発活動性指標には異常がないことが示唆
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された。 

以上、本研究から見出された新奇環境における探索活動性および基底状態における

自発的活動性の指標は、先行研究の知見からもその妥当性が示されている。ただし、

集団飼育環境下における試験であるということが、単独飼育・試験環境における他の

試験系との結果と差異を生じる要因となり得ることが考えられる。ただし、ヒトの疾

患モデルとして捉えるならば、他者のいる環境においても見られる多動性症状に関し

ては、今回の IntelliCage 試験の結果がより生態学的妥当性の高い結論であると考え

られる。 

 

4-3. 新たな社会性行動指標としての集団内競争優位性 

本研究で行った PCPA 投与マウス、Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut マウス、

周産期 TCDD 曝露マウスを用いた行動柔軟性試験からは、詳細な行動指標の解析に

より、社会的行動に係ると考えられる表現型が観察された。 

PCPA 投与マウス、周産期 TCDD 曝露マウス（TCDD-0.6 群）は、試験開始直後

のコーナー占有時間が対照群に対して有意に短く、一方で Grin1 mut マウスは野生

型マウスに対して有意に長いことがわかった。この試験開始直後のコーナー占有時間

が示す、行動学的な意味は何だろうか。まず、行動指標に差の見られる試験開始直後
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5 分間では、ケージ内のマウスが各コーナーに集まり、競争的行動をとっている時間

帯であることが観察された。PCPA 群では、同じ試験ケージから対照群を取り除き、

競争環境を緩和させると、試験開始直後のコーナー占有時間は対照群と同様のレベル

にまで正常化した。このことから、試験開始直後のコーナー占有時間は、社会的要因

に基づく競争優位性を反映していることが考えられた。特筆すべき点は、このような

群間の競争優位性の差が数週間にわたる試験期間中、全てのセッションにおいて一貫

して観察されたことにある。すなわち、この指標は日々の測定によって変動しない、

それぞれのマウスの永続的な社会的行動特性を反映した指標である。 

このような集団内競争優位性／社会的優位性を示す行動特性を支える神経基盤と

して、セロトニン機能と内側前頭前皮質の神経活動が注目されている。 

Raleigh らは、セロトニン機能と社会的階層性の因果関係について、サルを用いた

実験を行って調べている 121,122。この研究では、まずベルベットモンキーの群れにお

ける社会的階層の高い雄個体（alpha-male）は血小板および脳における高いセロトニ

ン濃度を示していた。さらに、群れの中における社会的階層が低下すると、これらの

濃度も同様に低下した 121。セロトニン機能をトリプトファンやフルオキセチン投与

によって促進させると、雄個体が高い社会的地位を獲得した 122。これらの結果は、

全身性もしくは脳内セロトニン濃度と群の中での社会的階層に正の相関があること

を示している。このような相関は、ヒトにおいても確認されている。Moskowitz らは、
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ヒト健常者にセロトニンの前駆体であるトリプトファンを 1g TID で 12 日間投与し

たところ、社会的優位性を示す行動が増加したことを報告している 123。本研究で用

いた PCPA は全身性にセロトニン合成を阻害する為、トリプトファン投与と逆の効果

をもつ。PCPA 群のマウスでは競争的行動が低下したことから、この結果は、全身性

もしくは脳内セロトニン濃度と集団での社会的階層が正に相関するという知見と一

致していた。 

一方、Wangらはマウスを用い、これまで競争優位性指標として用いられてきた様々

な試験系（Dominance tube test124、Visible burrow system（VBS）125、Barber assay126、

尿マーカー試験 127、超音波発声測定 128）を組み合わせ、競争的行動の優位性が内側

前頭前野の神経活動レベルによって決定されることを示した 90。これは、本研究にお

ける周産期 TCDD 曝露マウス（TCDD-0.6 群）における競争優位性指標の低下と、

免疫染色から示唆された内側前頭前皮質神経活動レベルの低下と一貫している。

Grin1 mut マウスで見られた競争優位性の亢進は、内側前頭前皮質の神経活動の亢進

を反映しているかも知れない。また最近では、社会的階層に関連する認知は、ヒトの

脳機能イメージングにおいても前頭前皮質が係っていることが報告されている 129,130。

このことから、集団内における社会的階層の認知・決定・維持に係る行動は、前頭前

皮質の機能によって支えられていることが考えられる。 

以上から、本研究により見出された競争優位性の行動指標（試験開始直後のコーナ
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ー占有時間）は、集団内における社会的階層の認知・決定・維持に係る社会的行動指

標であると考えられる。集団の中において他人との関係性を正しく認知し、適切な振

る舞いをすることはヒトやヒト以外の動物を問わず、社会の中で生きていくには特に

重要である。動物モデルにおける競争優位性の低下や亢進は、社会性不安の特性や、

社会的関係の構築における脳機能不全を反映しているかも知れない。このような神経

基盤のさらなる解明は、ASD 等の他者との社会的関係の構築に関する症状 80 の治療

に大きく貢献するだろう。本研究では、その基礎的研究の基盤となるマウスモデルの

作出において長期モニタリングにおける高いハイスループット性と安定性のある行

動指標を確立した。今後、この方法はヒトの社会性不安障害や、社会的関係性の構築

に係る障害等に係る社会的行動異常の疾患メカニズムの解明に大きく貢献すること

が期待される。 

 

4-4. 固執性指標について 

固執的行動の抑制機能不全もまた、高次脳機能の異常を反映している 72,81。本研究

で行った PCPA 投与マウス、周産期 TCDD 曝露マウス（TCDD-0.6 群）を用いた行

動柔軟性試験からは、詳細な行動指標の解析により、固執的行動に係ると考えられる

表現型が観察された。 
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本研究において使用された SAT では、各々のコーナーアクセスは①報酬の得られ

る正解コーナーへのアクセス、②正解コーナーに連続してアクセスしたため、報酬の

得られなかったリエントリーアクセス、③その学習フェーズでは決して報酬の得られ

ない不正解コーナーへのアクセスのいずれかに分類される。これにより、セッション

毎の各々の平均コーナーアクセス回数、平均コーナー滞在時間、およびコーナーアク

セスあたりの平均ノーズポーク回数が、それぞれどのような目的による行動を反映し

ているかを解釈できる。 

正解コーナーアクセス時には、1 度のノーズポークで 4 秒間だけ給水ボトルへのア

クセスゲートが開き、水を飲むことができる。しかしそのゲートが閉まったのちは、

同じコーナーで何度ノーズポークをしてもゲートを開くことはできない。リエントリ

ーや不正解コーナーアクセス時には、1 度ノーズポークをすれば、ゲートの開かない

コーナーであることがわかる。すなわち、それが正解コーナー、リエントリー、不正

解コーナーのどのアクセスであれ、最も効率的なコーナーアクセスあたりのノーズポ

ーク回数は 1 回である。 

本研究で行った一連の実験から、通常マウスは実験開始後初めの数セッションはコ

ーナーアクセスあたりのノーズポークは 4-5 回と多いが、すぐに減少し、以後は概ね

2 回弱に落ち着くことがわかった。このことは、マウスがコーナーアクセスあたり 2

度以上続けてノーズポークをすることが有用でないことを学習した結果であると考
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えられる。 

PCPA 投与マウスおよび周産期 TCDD 曝露マウス（TCDD-0.6 群）では、報酬の

得られた正解コーナー滞在時のノーズポーク回数が対照群に対して有意に高かった。

一方でリエントリーや不正解コーナーアクセス時のノーズポーク回数には差がなか

ったため、報酬イベント（4 秒間の飲水）の起こった正解コーナーにおいて特異的な

現象であることがわかった。このことから、PCPA 投与マウスおよび周産期 TCDD

曝露マウス（TCDD-0.6 群）では、2 度以上のノーズポークは意味のない行動である

にも関わらず、報酬イベント終了後もそれに対し固執的な行動をとっている、と解釈

できる。AD/HD 児の注意機能を評価する 5-Choice Serial Reaction Time Task

（5-CSRTT）を開発した Trevor W. Robbins は、後にこの 5-CSRTT をげっ歯類に応

用しているが、そこでは報酬イベント時の不要なノーズポーク回数という今回の試験

系と全く同一の行動指標を固執性行動の指標として確立している 131,132。本研究では

さらに、周産期 TCDD 曝露マウス（TCDD-0.6 群）のデータから、ノーズポークの

指標だけではなく正解コーナーにおける平均滞在時間からも報酬イベントに対する

固執性を評価し得ることが示唆された。 

固執的行動の抑制的制御は、遂行機能の重要な機能カテゴリーの一つである 72,81。

事物に対する不必要な執着は行動柔軟性の障害になる。今回、PCPA 投与マウスと

TCDD 周産期 TCDD 曝露マウス（TCDD-0.6 群）においては、SAT における誤反応
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率と固執性指標という 2 つの異なる指標で行動柔軟性の障害が示された。一方、SAT

における誤反応率からは顕著に行動柔軟性の低下が示されていた Grin1 mut マウス、

Tuba1 mut マウスには、正解コーナーアクセス時の平均滞在時間、平均ノーズポー

ク回数は上昇していない。このことから、行動柔軟性の障害はさらに仔細に分類でき

る可能性がある。今後は、今回得られた固執性行動の指標について、その神経基盤や

薬剤投与の効果など、さらなる情報の蓄積が待たれる。 

 

4-5. 周産期 TCDD 曝露による非単調性毒性影響 

 周産期 TCDD 曝露マウスは、TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群両群において行動

柔軟性の低下が見られた。しかし、その他の行動指標（競争優位性指標、固執性指標）、

免疫染色による神経活動マーカー発現の異常に関しては TCDD-0.6 群においてのみ

見られ、用量非依存的な毒性表現型が顕れることがわかった。先行研究では、発達期

における TCDD 曝露はしばしばこのような非単調性毒性影響を引き起こすことが知

られている。例えば、Ikeda らはラットへの周産期 TCDD 曝露により、低用量曝露

群特異的に甘味嗜好性の上昇および性的二型核（SDN-POA）の減少が見られ、脳の

性分化が障害されていることが報告されている 133。同様に Hojo らはラットへの周産

期 TCDD 曝露により、低用量曝露群特異的にレバー押しオペラント学習行動の変容

が見られることを報告している 134。さらに最近、周産期に TCDD、さらには TCDD



108 

 

の臭素化異性体である TBDD 曝露を行ったラットにおいても、低用量曝露群特異的

に高次脳機能である対連合学習の形成が障害されること、そして不安様行動が亢進し

ている事が示された 89。マウスにおける脳・行動への低用量特異的影響は、本研究に

おける報告が初めてであり、周産期 TCDD 曝露がもたらす脳・行動への非単調性毒

性影響が動物種を超えて再現されたことになる。 

このような TCDD の非単調性毒性影響のメカニズムはまだ明らかでない。TCDD

は細胞質内の AhR に結合し、核内に移行して CYP1A1 等の薬物代謝酵素をはじめと

した様々な遺伝子発現を誘導ないし抑制することで毒性が発現されることが知られ

ている。このことから、より高濃度の TCDD によって引き起こされる特有の遺伝子

発現パターンにより、低用量の TCDD による毒性影響が代償されていると考えるこ

ともできる。 

 

4-6. 本研究により達成された成果 

本研究で行われた一連の実験結果から、今回開発された SAT が、①「初期学習フ

ェーズのルールに高度に順応している（＝誤反応率が低い）個体ほど、逆転課題に直

面した時に行動を適応させることが困難である（＝誤反応率が高くなる）」という理

論的仮説に合致する実験データを精度高く示すことができること、②先行研究からの、
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セロトニン機能が行動柔軟性を修飾するという知見を再現できる試験系であること、

③ヒト AD/HD 症状のモデルマウスから予測される表現型と一致した結果を示すこと

のできる試験系であること、④TCDD の発達神経毒性試験に応用し、従来の知見（行

動柔軟性の障害）を再現できること、⑤従来の行動柔軟性指標のみならず、マウスに

おいて新規かつ高度な認知機能である reversal learning-set の獲得過程を評価でき

ること、④新奇環境における探索行動、基底状態における自発活動性、社会的行動指

標としての競争優位性、固執性行動等、従来様々な試験系を組み合わせて行わなけれ

ばならなかった複数の行動指標を、同一の試験系から同時に評価できる事が示された。

以上から、SAT を用いた行動柔軟性試験の高い科学的信頼性・妥当性が支持される結

果を得ることができた。 

SAT を用いた行動柔軟性試験は下記の点からデータの再現性・安定性の高い試験系

であるといえる。 

まず、本研究の各実験で用いた対照群（野生型群）における初期学習フェーズ初日

（Session 1）、初期学習フェーズ最終日（Session 8）、逆転学習フェーズ初日（Rev.1-1）

の誤反応率は、いずれの実験においても一貫して各々約 40%、10%、60%となってい

る（Figures 7（Session 8 で逆転課題を行った群）, 10（対角線群及び長辺群）, 12, 16, 

17, 23）。また、1 ケージあたりの被験体数が 6 匹（Figure 10）、12 匹（Figure 23）、

16 匹（Figure 7, 12, 16, 17）のいずれの条件の実験であっても、上記の対照群（野生
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型群）の成績が安定して得られている。すなわち、SAT を用いた行動柔軟性試験の成

績は、実験中のケージ内の集団の大きさに依存せず、再現性の高い、安定した結果が

得られていることがわかる。 

また、セッションごとのコーナーアクセス数、集団内競争優位性、固執性に関する

指標は、実験開始後数セッションを除いては、数週間にわたってほとんど変動がない

ため、再現性・安定性の高い指標であると言える。このように再現性・安定性の高い

複数の行動表現型を数週間にわたって繰り返し観察できることは、薬剤投与や条件的

遺伝子操作による行動への影響を評価する上で有利である。 

なお、本論文では詳しく触れていないが、これまで自治医科大学および Zurich 大

学においても SAT を用いた行動柔軟性試験が行われ、いずれの研究室で実験を行っ

ても同様の結果が得られることが示されている 135。 

SAT を用いた行動柔軟性試験における高い再現性・安定性の理由として、ヒトの手

を介さず、ホームケージ環境下で実験を行うことで、実験時のストレスが緩和されて

いること、コーナーアクセスと鼻を近づけるだけの簡単なノーズポーク運動のみで選

択反応を行うため、運動機能の差などが学習の進度に影響しないこと、活動期である

暗期の決まった時間に実験を行うため、概日リズムの乱れによる成績への影響が少な

いことなどが考えられる。 
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今日実験用に用いられているマウスの行動は、モリス水迷路に代表されるような明

所における開放的な空間での学習行動よりも、元来は SAT のような、暗所における

探索的行動の中で形成される食糧・水資源の確保に最適化された行動パターンの獲得

と転換において、より高度に発達していると考えられている 53,69,136。 

SAT プロトコルの確立に至るまでには、2c-PL や 1c-PL の逆転課題の他、コーナ

ー内での左右のノーズポークホールの位置を利用した逆転課題、LED による視覚的

手がかりを用いた逆転課題などの実施も試みたが、非常に単純な課題のように見えて

も、実際にはマウスの学習効率は低く、また個体ごとの学習進度のばらつきが大きい

ため、試験課題として成立させることが出来なかった。 

SAT による行動柔軟性試験プロトコルは、よりマウスの生態学に即した方法での行

動試験系であると考えられ、それによって初めてヒトのモデルとなるような高度な学

習と行動制御の評価が可能となったのではないかと考えられる。 

 

4-7. 結語 

本研究で確立された SAT は、単にマウス表現型解析としての手法というだけでな

く、ルール変更に対する行動の変化が数時間（セッション内）、数日間（セッション

間）、数週間（学習フェーズ間）という様々な時間枠で解析可能であることを示し、
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行動柔軟性という概念の理解を大きく前進させたといえる。SAT は IntelliCage とい

うコンピュータ制御による全自動行動試験系で行われるため、実験者のハンドリング

や、研究室ごとの試験装置・プロトコールの違い等による実験データの再現性に対す

る脅威を最小化できること、最小限の労働力で誰にでも同様にデータを収集できるこ

とが期待される。以上の点からも、今後 SAT は精神・神経疾患研究や発達神経毒性

研究の進展に広く貢献することが期待される。また、今後さらなる IntelliCage を用

いた認知機能試験が開発されることで、一連の行動試験課題を同一のホームケージで

行うことのできる、全自動型ホームケージバッテリー行動試験が実現することに期待

したい。 
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5. 表 

Table 1: 脳領域ごとの Arc 陽性細胞数 

Brain area Control TCDD-0.6 TCDD-3.0 

PrL 163.4 ± 23.8  117.9 ± 11.7 129.4 ± 23.7 

IL 151.2 ± 19.2  141.5 ± 7.2 142.6 ± 17.1 

Orb 171.1 ± 15.7 132.7 ± 8.9 156.3 ± 23.6 

ACC 179.4 ± 16.7  90.5 ± 23.7 147.2 ± 35.1 

M1 140.6 ± 5.9 138.2 ± 15.1 158.1 ± 32.9 

S1BF 172.9 ± 23.3 156.6 ± 29.4 177.3 ± 35.1 

dlCPu 125.3 ± 14.7 132.9 ± 7.6 138.8 ± 13.9 

AcbC 182.3 ± 22.0 174.2 ± 24.1 190.1 ± 27.6 

RSGc 118.2 ± 29.2 99.3 ± 20.8 105.3 ± 18.1 

CA1 529.1 ± 51.1 566.1 ± 37.5 558.8 ± 23.8 

CA3 321.6 ± 51.5 256.3 ± 15.0 283.7 ± 36.3 

データは平均値±標準誤差（n=5）で示した。 
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6. 図 
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Figure 1. PubMed を用いた行動表現型に関するキーワードによる文献数調査。米国国立医学図書

館・国立生物工学情報センター（NCBI）が運営する医学・生物学分野の学術文献検索サービス

PubMed（www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed）を用い、1950 年から 2012 年までの文献数調査を行った。

入力する検索語は、(Mouse OR Mice)もしくは比較対象として(Rat OR Rats)のいずれかに、それぞ

れ AND 条件で下記の検索語を加えた。(A) Behavior、(B) (Learning OR Memory)、(C) Anxiety、(D) 

Depressive、(E) “Social behavior” （以下、ダブルクォーテーションはフレーズ検索を示す）、(F) 

“Sexual behavior”。赤線は(Rat OR Rats) AND 各検索語の条件でヒットした該当文献数、青線は(Rat 

OR Rats) AND 各検索語の条件でヒットした該当文献数を示す。 
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Figure 2. PubMed を用いた行動試験法に関するキーワードによる文献数調査。PubMed を用い、

1950 年から 2012 年までの文献数調査を行った。入力する検索語は、(Mouse OR Mice)もしくは比

較対象として(Rat OR Rats)のいずれかに、それぞれ AND 条件で下記の検索語を加えた。(A) “Open 

field”、(B) “Water maze”、(C) “Fear conditioning”、(D) “Operant conditioning”、(E) “Forced swim”、(F) 

“Elevated plus maze”。赤線は(Rat OR Rats) AND 各検索語の条件でヒットした該当文献数、青線は

(Rat OR Rats) AND 各検索語の条件でヒットした該当文献数を示す。 
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Figure 3. PubMed を用いた遺伝子解析法・疾患モデルに関するキーワードによる文献数調査。

PubMed を用い、1990 年から 2012 年までの文献数調査を行った。入力する検索語は、(A) ”Linkage 

analysis”、(B) CNV、(C) GWAS、(D) ”Next generation sequencing”、(E) ”Mouse model” AND Alzheimer’s、

(F) ”Mouse model” AND Parkinson’s、(G) ”Mouse model” AND (Schizophrenia OR Schizophrenic)、

(H) ”Mouse model” AND (Autism OR Autistic)。 
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Figure 4. CAS 登録化学物質数と行動・毒性に関する文献数。(A) CAS 登録化学物質数の推移。

データは 1965-2007 年のもの（CAS Statistical Summary 1907-2007 による。塩基配列情報は除く）。

(B) PubMed を用いた文献数調査（1950-2012 年）。入力する検索語は、(Mouse OR Mice)もしくは比

較対象として(Rat OR Rats)のいずれかに、それぞれAND条件でBehavioral and Toxicityを追加した。 
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Figure 5. IntelliCage 装置図。(A) IntelliCage 内には、四隅に飲み水を報酬とする小型のオペラ

ントチャンバー（コーナー）、中央床にプラスチックのネストボックス、中央天井部に餌を入れる

籠を設置している。コーナー入口のトンネルは、マウスの皮下に埋め込まれた個体認識用の RFID

チップを認識するセンサーとして働く。コーナー内部にはマウスの滞在を認識するプレゼンスセ

ンサー、報酬へのアクセスゲートを開閉するためのノーズポーク反応を認識するノーズポークセ

ンサー、報酬である水をなめている行動を認識するリッキングセンサーが取り付けられている。

新たに IntelliCage の外側には赤色 LED を取り付け、試験開始から終了時まで点灯させるように

した。 (B) 本体から取り外した状態のコーナー内部の写真。左右１対ずつのノーズポークホール、

飲水ゲート、LED がある。(C) ノーズポークをし（上）、飲水ゲートを開けて水を飲んでいる様

子（下）。 
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Figure 6. Spatial Anticipation Task（SAT）、1c-PL、2c-PL を用いた実験概要。(A) 行動柔軟性

試験に用いた新しい SAT。この試験では、マウスは IntelliCage 内の 4 つのコーナーのうち、あ

る 1 つのコーナー（図中、青丸）に入ると、限られた時間（4 秒間）だけ給水ボトルへのアクセ

スゲートが開き、報酬として水を飲むことができる。そこで水を飲み終わると、そのコーナーで

続けて水を飲むことはできず、代わりにまた別のあるコーナーで水を飲むことができるようにな

る。この水を飲むことのできるコーナーの位置の変更は「4 つのコーナーの内、2 つのコーナーの

往復」（図中 Sequence 1 の場合、2, 4, 2, 4, 2, 4…の往復）という交替ルールに則っている。この

トレーニングを数日間行い、十分にルールを学習させる（＝初期学習フェーズ）。その後、それま

で水が飲めた 2 つのコーナーと、水が飲めなかった残り 2 つのコーナー（図中、赤丸）を逆転さ

せて同様のトレーニングを行う（＝逆転課題セッション）（例：Sequence 1 から Sequence 2 への

ルールの転換、もしくはその反対）。(B) 試験のタイムスケジュール。毎日 3 時間（22:00 から翌

1:00 まで；暗期）、PC 制御により自動的に試験が行われる(セッションピリオド)。セッションピ

リオド以外はいずれのコーナーにアクセスしても飲み水を得ることができない。(C) 試験スケジ

ュール。(D) IntelliCage を用いた各種逆転課題プロトコールの比較実験。SAT 群は初めに SAT

を習得させ、後に正解コーナーと不正解コーナーの位置を逆転させる。2c-PL 群は初めに交替ル

ールのない 2 つの正解コーナー位置の場所学習（2c-PL）を習得させ、後に正解コーナーと不正

解コーナーの位置を逆転させる。1c-PL 群は、初めに 1 つの正解コーナー位置の場所学習（1c-PL）

を習得させ、後に正解コーナーを対角にあるコーナーに変更させる。それぞれのグループについ

て IntelliCage を２台使い、各ケージ 16 匹、合計 32 匹を試験に用いる。グループの中ではさら

に、初めの場所学習のトレーニング（初期学習フェーズ）を何セッション行うかによって条件が

分けられる（セッション 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14 の８条件）。それぞれの条件には各ケージから２匹

ずつ、合計 4 匹が割り当てられる。 
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Figure 7. SAT、1c-PL、2c-PL 初期学習フェーズおよび逆転課題セッションにおける誤反応率の

変化。SAT 群（A）, 2c-PL 群（B）, 1c-PL 群（C）のそれぞれについて４匹ずつ、２セッション

目、３セッション目、４セッション目、５セッション目、６セッション目、７セッション目、８

セッション目、１５セッション目に逆転学習を行った。グラフの縦軸は各セッションの初めの 100

回の選択のうちの不正解コーナーアクセス数（＝誤反応率）、横軸はセッション数を示す。灰色の

背景の領域は初期学習フェーズを示す。黄色の領域は逆転課題を提示したセッション（逆転課題

セッション）を示す。点線はチャンスレベル（50%）を示す。エラーバーは標準誤差を示す（n=4）。

アスタリスクは、各条件における初期学習フェーズ最後のセッションと逆転課題セッションの誤

反応率の間の有意差を示す（P < 0.05, t-test）。 
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Figure 8. 初期学習フェーズ最後のセッションと逆転課題セッションでの誤反応率の比較。(A) 

SAT（左）、2c-PL（中央）、1c-PL（右）の初期学習フェーズ最後のセッションと、逆転課題を行

ったセッションの誤反応率をグラフ化した。それぞれの色は、初期学習フェーズの長さの条件ご

との成績を示している。Filled circle は初期学習フェーズ最後のセッション、Open circle は逆転

課題セッションの誤反応率を示している。 (B) 異なる初期学習フェーズの長さの条件全ての初期

学習フェーズ最後のセッションと逆転日のセッションの誤反応率の関係をプロットした。横軸は

初期学習フェーズ最後のセッションの誤反応率、縦軸は逆転課題セッションの誤反応率を示す。

相関係数(r)と、ピアソンの無相関検定の結果（有意差のあった SAT 群のみ）を図中に示している。

エラーバーは標準誤差を示す（n=4）。 
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Figure 9. SAT における正解コーナー位置の違いによる成績への影響の確認実験概要。（A） 

IntelliCage の対角線、長辺、短辺を使った SAT のパターン。（B） SAT の条件検討に用いたマ

ウス。IntelliCage を４ケージ用い、各ケージに６匹ずつマウスを導入し、試験を行った。各ケー

ジ内の６匹のうち、対角線、長辺、短辺の交替ルールに各々２匹ずつを割り当てた。ただし、い

ずれのマウスについても全て異なった位置の正解コーナーが割り当てられているため、他個体の

動きを模倣して正解を選ぶことができない。それぞれの正解コーナーの位置はセッション 8 で全

て不正解コーナーの位置と入れ替え、逆転課題を行った。（C）試験スケジュール。馴化フェーズ

を黒字、試験開始後を赤字で示した。 
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Figure 10. SAT における正解コーナー位置の違いによる成績への影響。(A) 対角線群（左）、長

辺群（中央）、短辺群（右）について、それぞれセッション 1~8 における各セッションでの最初

の 100 回の選択のち、報酬の得られるコーナーに入った回数（正解アクセス, 青）、直前に報酬を

得られたコーナーに続いて入った回数（リエントリー, 赤）、不正解コーナーに入った回数（不正

解アクセス, 緑）を示す。灰色の背景の領域は初期学習フェーズ、黄色の背景の領域は逆転課題

セッションを示す。(B) (A)のグラフを、正解アクセス（左）、リエントリー（中央）、不正解アク

セス（右）の反応率ごとにわけてグラフ化した。青は対角線群、赤は長辺群、緑は短辺群を示す。

図中の a は対角線群と短辺群、b は長辺群と短辺群の間の、Session 8 の成績の有意差を示す（P < 

0.05, One-way ANOVA and Bonferroni test）(C) 正解アクセス（左）、リエントリー（中央）、不

正解アクセス（右）の各反応率について、各群の Session1-8 の標準偏差を示した。アスタリスク

は群間の有意な差を示す（P < 0.05, One-way ANOVA and Bonferroni test）。エラーバーは標準

誤差を示す（n=8）。 
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Figure 11. PCPA 投与によるセロトニン欠乏モデルマウスを用いた行動柔軟性試験概要。(A) 実

験群の構成。IntelliCage１ケージの中に、対照群（生理食塩水投与）、PCPA 群（25 mg PCPA/kg

体重/日）を、各々８匹ずつ計 16 匹を用いた。装置馴化後、課題開始 3 日前に薬剤投与用浸透圧

ポンプを皮下に挿入した。これにより、試験期間中、一定の用量で内部溶液が皮下組織に投与さ

れた。(B) 試験スケジュール。馴化フェーズを黒字、試験開始後を赤字で示した。 
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Figure 12. PCPA 投与による行動柔軟性と社会性行動指標（集団内競争優位性）。(A) 全 29 セッ

ションの誤反応率。アスタリスクは群間の有意差を示す（P < 0.05, Bonferroni test）。以後、対

照群のデータを青、PCPA 群のデータを赤で示す。横軸の I.L.は初期学習フェーズ（initial 

learning）、Rev. x は x 回目の逆転学習フェーズ（reversal learning）を示す。数字は各学習フェ

ーズにおける累積セッション数をしめす。(B) Rev.1-1 におけるセッション内累積誤反応数。横軸

はセッション開始からの累積総コーナーアクセス数。縦軸は累積誤反応数。点線はチャンスレベ

ルを示す。アスタリスクは群の主効果による有意差を示す（P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）。

(C) 全 29 セッションのリエントリー率。(D) 全 29 セッションの各セッションの総コーナーアク

セス数。(E) セッション内の毎分のコーナー占有時間（全 29 セッションの平均）。 (F) 各セッシ

ョンの開始 5 分間（22:00-22:05）におけるコーナー占有時間。セッション 27（黄色バー）では、

セッション開始前にケージから対照群のマウスを全て取出し、PCPA 群のみとし、セッション開

始後 15 分後に再びケージに戻した。(G) セッション開始直後に見られる競争的行動。左の写真は

IntelliCage 上部から撮影した（撮影のため中央のプラスチックシェルターは取り除いている）。

ほとんどのマウスが各コーナーに集まっているのがわかった。右の写真は一つのコーナーを取り

合う 2 匹のマウスの連続写真。 

 



0

5

10

15

20

コ
ー
ナ
ー
滞
在
時
間

 （
秒
）

／
正
解
ア
ク
セ
ス

セッション
5 10 15 20 25

A

B

C

D

E

F

0

5

10

15

20

セッション
5 10 15 20 25

コ
ー
ナ
ー
滞
在
時
間

 （
秒
）

／
不
正
解
ア
ク
セ
ス

0

5

10

15

20

セッション
5 10 15 20 25

コ
ー
ナ
ー
滞
在
時
間

 （
秒
）

／
リ
エ
ン
ト
リ
ー
ア
ク
セ
ス

0

2

4

6

セッション
5 10 15 20 25

*

ノ
ー
ズ
ポ
ー
ク
数

／
正
解
ア
ク
セ
ス

0

2

4

6

セッション
5 10 15 20 25

ノ
ー
ズ
ポ
ー
ク
数

／
不
正
解
ア
ク
セ
ス

0

2

4

6

セッション
5 10 15 20 25

ノ
ー
ズ
ポ
ー
ク
数

／
リ
エ
ン
ト
リ
ー
ア
ク
セ
ス

Figure 13



140 

 

Figure 13. PCPA 投与による固執性行動指標。対照群のデータを青、PCPA 群のデータを赤で示

す。(A) 対照群と PCPA 群の各セッションにおける正解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、

(B) 各セッションの不正解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(C) 各セッションのリエン

トリーアクセスあたりの平均滞在時間、(D) 各セッションの正解コーナーアクセスあたりの平均

ノーズポーク回数、(E) 各セッションの不正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、

(F) 各セッションのリエントリーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数。アスタリスクは群の

主効果による有意差を示す（P < 0.05, Two-way ANOVA with RM による）。エラーバーは標準誤

差を示す（n=8）。 
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Figure 14. AD/HD 様発達障害モデルマウスを用いた行動柔軟性試験概要。(A) Grin1 mut 群を用

いた試験の群構成。Grin1 mut 群は、Grin1 遺伝子の一塩基変異により Grin1 タンパクの細胞内

Ｃ末端ドメインにR844Cミスセンス変異をもつ。(B) Tuba1 mut群を用いた試験の群構成。Tuba1 

mut 群は、Tuba1 遺伝子の一塩基変異により Tuba1 タンパク N 末端の T1 ループと T2 ループ間

に D47G ミスセンス変異をもつ。(C) 試験スケジュール。馴化フェーズを黒字、試験開始後を赤

字で示した。 
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Figure 15. Grin1 変異マウスおよび Tuba1 変異マウスにおける新奇環境探索活動／自発的活動

性指標。(A) 野生型群（青）と Grin1 mut 群（赤）の IntelliCage への移動後 30 分間ごとのコー

ナーアクセス数。図中、馴化フェーズ 1 の 1 日目を Hab1-Day1、2 日目を Hab1-Day2（以後同

様）と記す。 (B) 野生型群（青）と Tuba1 mut 群（赤）の IntelliCage への移動後 30 分間ごと

のコーナーアクセス数（馴化フェーズ 1）。アスタリスクは群の主効果による有意差を示す（P < 

0.05, Two-way ANOVA with RM による）。エラーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 16. Grin1 変異マウスにおける行動柔軟性指標。(A) 各セッションの誤反応率。以後、野

生型群のデータを青、Grin1 mut 群のデータを赤で示す。(B) 各セッションのリエントリー率。 

(C) 各セッションの総コーナーアクセス数。(D) 左から、各逆転学習フェーズ (以後、Rev)の 1

セッション目（Rev.x-1）の誤反応率、2 セッション目（Rev.x-2）の誤反応率、3 セッション目（Rev.x-3）

の誤反応率、4 セッション目（Rev.x-4）の誤反応率を抜き出してグラフ化した（Rev.x の x には、

何回目の逆転フェーズかを示す数字が入る）。アスタリスクは Rev.1 から Rev.10 までを通しての

群の主効果による有意差、または Rev ごとの有意な群間差を示す（P < 0.05, Two-way ANOVA 

with RM and Bonferroni test）。(E) 各 Rev の 1 セッション目（Rev.x-1）におけるセッション内

累積誤答数。横軸はセッション開始からの累積総コーナーアクセス数。縦軸は累積誤反応数。点

線はチャンスレベルを示す。アスタリスクは群の主効果による有意差を示す（P < 0.05, Two-way 

ANOVA with RM）。エラーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 17. Tuba1 変異マウスにおける行動柔軟性指標。(A) 各セッションの誤反応率。以後、野

生型群のデータを青、Tuba1 mut 群のデータを赤で示す。(B) 各セッションのリエントリー率。 

(C) 各セッションの総コーナーアクセス数。(D) 左から、各逆転学習フェーズ (以後、Rev)の 1

セッション目（Rev.x-1）の誤反応率、2 セッション目（Rev.x-2）の誤反応率、3 セッション目（Rev.x-3）

の誤反応率、4 セッション目（Rev.x-4）の誤反応率を抜き出してグラフ化した。アスタリスクは

Rev.1 から Rev.10 までを通しての群の主効果による有意差、または Rev ごとの有意な群間差を示

す（P < 0.05, Two-way ANOVA with RM and Bonferroni test）。(E) 各 Rev の 1 セッション目

（Rev.x-1）におけるセッション内累積誤答数。横軸はセッション開始からの累積総コーナーアク

セス数。縦軸は累積誤反応数。点線はチャンスレベルを示す。アスタリスクは群の主効果による

有意差を示す（P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）。エラーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 18. Grin1 mut マウスおよび Tuba1 mut マウスにおける社会性行動指標（集団内競争優

位性）。(A) 野生型群（青）と Grin1 mut 群（赤）のセッション内の毎分のコーナー占有時間（全

59 セッションの平均）（左）、および各セッションにおけるセッション開始後 5 分間のコーナー占

有時間（右）。アスタリスクは群の主効果による有意差を示す（P < 0.05, Two-way ANOVA with 

RM）。(B) 野生型群（青）と Tuba1 mut 群（赤）のセッション内の毎分のコーナー占有時間（全

59 セッションの平均）（左）、および各セッションにおけるセッション開始後 5 分間のコーナー占

有時間（右）。エラーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 19. Grin1 mut マウスにおける固執性行動指標。(A) 野生型群（青）と Grin1 mut 群（赤）

の各セッションにおける正解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(B) 各セッションの不正

解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(C) 各セッションのリエントリーアクセスあたりの

平均滞在時間、(D) 各セッションの正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、(E) 各

セッションの不正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、(F) 各セッションのリエ

ントリーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数。アスタリスクは群の主効果による有意差を示

す（P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）。エラーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 20. Tuba1 mut マウスにおける固執性行動指標。(A) 野生型群（青）と Tuba 1 mut 群（赤）

の各セッションにおける正解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(B) 各セッションの不正

解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(C) 各セッションのリエントリーアクセスあたりの

平均滞在時間、(D) 各セッションの正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、(E) 各

セッションの不正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、(F) 各セッションのリエ

ントリーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数。エラーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 21. 周産期環境化学物質（TCDD）曝露マウスを用いた行動柔軟性試験概要。(A) 周産期

低用量 TCDD 曝露マウスの作成方法と行動柔軟性試験開始までの実験スケジュール。妊娠 12.5

日目の C57BL/6J マウスに、0（溶媒のみ）、 0.6、ないし 3.0μg/kg 体重の TCDD を単回経口投

与した。出産後 21 日目に仔マウスを離乳させ、その後各群、各腹 1 匹ずつの雄個体を無作為に選

び、対照群、TCDD-0.6 群、TCDD-3.0 群（各群 n=8）を作成した。各々が 6 か月齢に達した時

点から、行動試験を行った。(B) IntelliCage 内の実験群の構成。各群 4 匹ずつ、計 12 匹をケー

ジごとに導入し、2 ケージ分試験を行った。(C) 試験スケジュール。馴化フェーズを黒字、試験

開始後を赤字で示した。 
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Figure 22. 周産期 TCDD 曝露マウスの新奇環境探索活動／運動協調性／自発的活動性指標。(A) 

オープンフィールド試験による新奇環境探索活動の評価。(B) ロータロッド試験による運動協調

性の評価。(C)対照群（青）、TCDD-0.6 群（赤）の Intellicage 収容後 30 分間ごとのコーナーア

クセス数（馴化フェーズ 1 時）。(D)対照群（青）、TCDD-3.0 群（赤）の Intellicage 導入後 30 分

間ごとのコーナーアクセス数（馴化フェーズ 1 時）。 
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Figure 23. 周産期TCDD曝露マウスにおける行動柔軟性指標。(A, C) 各セッションの誤反応率。

アスタリスクは群間の有意差を示す（P < 0.05, Bonferroni test）。以後、対照群のデータを青、

TCDD-0.6 群のデータを赤、TCDD-3.0 群を緑で示す。(B, D) Rev.2-1 におけるセッション内累積

誤反応数。横軸はセッション開始からの累積コーナーアクセス数。縦軸は累積誤反応数。点線は

チャンスレベルを示す。アスタリスクは群の主効果による有意差を示す（累積アクセス数 50-100

の範囲、P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）。(E, G) 各セッションのリエントリー率。(F, H) 各

セッションの総コーナーアクセス数。アスタリスクは群の主効果による有意差を示す（P < 0.05, 

Two-way ANOVA with RM）。 
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Figure 24. 周産期 TCDD 曝露マウスにおける社会性行動指標（集団内競争優位性）。(A)対照群

（青）と TCDD-0.6 群（赤）のセッション内の毎分のコーナー占有時間（全 57 セッションの平

均）（左）、および各セッションにおけるセッション開始後 5 分間のコーナー占有時間（右）。アス

タリスクは群の主効果による有意差を示す（P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）。(B) 対照群

（青）と TCDD-3.0 群（緑）のセッション内の毎分のコーナー占有時間（全 57 セッションの平

均）（左）、および各セッションにおけるセッション開始後 5 分間のコーナー占有時間（右）。エラ

ーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 25. TCDD-0.6 群マウスにおける固執性行動指標。(A) 対照群（青）と TCDD-0.6 群（赤）

の各セッションにおける正解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(B) 各セッションの不正

解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(C) 各セッションのリエントリーアクセスあたりの

平均滞在時間、(D) 各セッションの正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、(E) 各

セッションの不正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、(F) 各セッションのリエ

ントリーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数。アスタリスクは群の主効果による有意差を示

す（P < 0.05, Two-way ANOVA with RM）。エラーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 26. TCDD-3.0 群マウスにおける固執性行動指標。(A) 対照群（青）と TCDD-3.0 群（緑）

の各セッションにおける正解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(B) 各セッションの不正

解コーナーアクセスあたりの平均滞在時間、(C) 各セッションのリエントリーアクセスあたりの

平均滞在時間、(D) 各セッションの正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、(E) 各

セッションの不正解コーナーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数、(F) 各セッションのリエ

ントリーアクセスあたりの平均ノーズポーク回数。エラーバーは標準誤差を示す（n=8）。 
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Figure 27. 免疫組織化学染色による神経活動マーカー陽性細胞数の比較。(A) 免疫組織化学染色

により Arc および c-Fos タンパク陽性細胞数を定量した脳領域。(B) PrL、ACC、CeA, BLA にお

ける Arc 発現細胞の染色例。(C) 対照群（白）、TCDD-0.6 群（赤）、TCDD-3.0 群（緑）におけ

る前頭前皮質および扁桃体での Arc 陽性細胞数、および(D) 同 c-Fos 陽性細胞数。アスタリスク

は対照群との有意差を示す（P < 0.05, Bonferroni test）。エラーバーは標準誤差を示す（n=5）。 
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9. 補足資料 

補足資料 1: マウス行動表現型解析に用いられる主な行動試験系の例（Crawley, 

2007 他） 

分類 試験名 内容 

自発的行動 ホームケージ活動量試験 赤外線ビームセンサ等を用い、ホームケージ内における単位

定する。 

 オープンフィールド試験 正方形のオープンフィールドにマウスを入れ、単位時間当

たりの移動距離や立ち上がり行動等を新奇環境における自

発的活動性・情動性の指標として測定する。 

運動機能 ロータロッド試験 マウスを回転するロッド（筒）に乗せ、落下するまでの時

間を四肢の運動協調性の指標として計測する。 

 歩行解析試験 透明なトレッドミル上を歩かせ、下から歩行の様子を画像

解析する。 

感覚機能 ホットプレート試験 50-55℃に設定したホットプレートにマウスを乗せ、熱さに

対するの行動（手・足・尾を上げる等）までの潜時を痛覚

感受性の指標として計測する。 

 テールフリック／ポーフリック試

験 

尾部／足に熱刺激を加え、尾を振り上げる行動が引き起こ

されるまでの潜時を痛覚感受性の指標として計測する。 

 テールピンチ試験 尾部に一定の圧刺激を加え、痛みへの反応行動を計測する。

 プレパルスインヒビション試験 大きな音の直前に小さな音を聞かせることによる驚愕反応

の抑制（プレパルスインヒビション）レベルを評価する。

統合失調症患者で抑制低下が見られる。 

記憶・学習 物体再認試験 試験フィールド内で形・色等に特徴の異なるオブジェクト

を呈示する。十分に馴化したオブジェクトと新奇なオブジ

ェクトへの反応を比較し、物体再認記憶の指標とする。 
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 モリス水迷路試験 円形のプール（マウスの場合、直径 1.2 m、深さ 30 cm 前

後）の中を泳がせ、空間記憶・参照記憶を評価する。この

プールではミルク等を混ぜて不透明にした水の中を泳ぐた

め、泳いでいる最中は水面下を見ることができない。マウ

スは四方八方に泳いでいるうち、やがて水面下に隠された

唯一足をついて休むことのできる小さなプラットフォーム

にたどり着く。プラットフォームの位置を常に固定した状

態でこの試行を繰り返すと、通常、マウスはプールのどの

場所から入れられても、容易にプラットフォームにたどり

つくことができるようになる（泳行距離が短くなる）。これ

は、マウスが試行を繰り返す中で、プラットフォームの空

間的位置をプールのまわりの風景（external cue）を頼りに

記憶した結果である、と解釈される。さらにその後、プロ

ーブトライアルと言われる試行を追加的に行う。このプロ

ーブトライアルでは、プラットフォームを取り除いて同様

の試行を行っても、マウスがそのプラットフォームのあっ

た位置の付近を、他の位置に比べて長く泳ぐかどうかを指

標とし、プラットフォームの空間的位置記憶の保持・想起

を確認する。 

 放射状迷路試験 通常８本の放射状に延びたアーム（通路）の先に置かれた

餌を効率的に回収する行動を観察する。一度餌を回収した

場所に再び入ると誤反応となる。空間学習、作業記憶試験

に用いる。 

 バーンズ迷路試験 円形のテーブル（直径 120 cm 程度）に複数開けられた穴の

うち、マウスの好む暗箱がテーブル下にセットされた穴を

探す行動を観察する。空間学習、参照記憶の試験に用いる。

 T 字迷路試験 T 字に分岐する 3 方向の迷路を用い、餌のある通路を選択

させることで空間記憶、作業記憶、参照記憶試験に用いる。

 Y 字迷路試験 全てのアーム間の角度が等しい Y 字の 3 方向迷路を用い、

マウスに探索させる。マウスの習性として異なるアームを
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順番に探索する自発的交替行動を評価し、作業記憶試験に

用いる。 

 恐怖条件付け試験 環境的文脈ないし音に電気ショックを合わせて呈示し、そ

の後環境的文脈ないし音の呈示だけで恐怖反応が起こるか

どうかを観察する。 

 レバー押しによるオペラント条件

付け課題 

チャンバー内に備え付けられたレバーを押すことで報酬を

得られるオペラント学習装置を利用した様々な学習試験課

題。決められた回数や間隔でレバーを押す課題や、レバー

の位置（空間情報）やブザー音、ライト等の感覚情報（条

件刺激）とそれらに対する弁別／逆転課題等。 

 タッチスクリーン装置を用いたオ

ペラント条件付け課題 

チャンバー内に備え付けられたタッチスクリーンを押すこ

とで報酬を得られるオペラント学習装置を利用した様々な

学習試験課題。視覚弁別／逆転課題や対連合学習等。 

情動行動 高架式十字迷路試験 地上から約 1m 程の高さに設置された十字型の迷路にマウ

スを置き、４本のアームのうち通路の両側面が壁でおおわ

れている２本のアームと、覆われていない２本のアームへ

の単位時間当たりの侵入回数や滞在時間を比較して不安様

行動の指標とする。 

 明暗箱試験 天井からライトで照らした明るい部屋と、黒い壁で覆った

明かりの無い暗い部屋を連結させ、自由に行き来できるチ

ャンバーを用いる。単位時間当たりの明箱と暗箱の侵入回

数や滞在時間を比較して不安様行動の指標とする。 

 強制水泳試験 マウスの足がつかない深さまで水を入れた円筒状の容器に

入れ、単位時間当たりの無動時間を測定し、うつ様行動の

指標とする。 

 尾懸垂試験 尾部を固定して体を吊るした状態で、単位時間当たりの無

動時間を測定し、うつ様行動の指標とする。 
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社会性行動 3 チャンバー社会性相互作用試験 カゴの中に被験体とは別の個体を入れ、被験体がその個体

に行うアプローチ行動や、そのカゴのある部屋（チャンバ

ー）への滞在時間を計測し、他個体に対する興味（社会性）

の指標とする。 

 居住者―侵入者試験 マウスが自身の縄張りに侵入する他個体に対し攻撃行動を

見せる習性を使用した攻撃行動評価の試験。 
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補足資料 2: Brixton Spatial Anticipation Test（van den Berg et al, 2004 より改変） 
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補足資料 3: 胎仔期 TCDD 曝露による神経細胞移動への影響の評価 

 

[方法: 子宮内胎仔脳電気穿孔法（IUE）を用いた神経細胞御移動アッセイ] 

本実験は主に共同研究者の東京大学大学院 疾患生命工学センター 健康環境医工学部門 西村典

子博士、および慶應義塾大学医学部 解剖学教室（仲嶋一範教授）の久保健一郎博士によって行わ

れた。実験の計画、IUE 施術、組織の薄切、組織解析方法等について、慶應義塾大学医学部 解剖

学教室の田畑秀典博士（現・愛知県心身障害者コロニー発達障害研究所）、久保健一郎博士から、

遠藤俊裕および同研究室所属の Ling Wenting 大学院生、西村典子博士が指導を受けた。本実験に

は、慶應義塾大学医学部 解剖学教室の実験室・実験機器を利用させていただいた。 

日本クレアから購入した妊娠 C57/BL6J 系雌マウスに、妊娠 12.5 日目に体重 1 kg あたり 0、 0.6、 

3.0 μg/kg の用量の TCDD（コーン油に溶解したもの）を単回経口投与した。2 日後、妊娠 14.5 日

目のマウスをネンブタール（1 ml/kg 体重）により麻酔、開腹し、取り出した子宮の外側より胎仔の側脳室

（LV）に強制発現CAGGSプロモーター制御下にGFP遺伝子配列を持つプラスミド溶液を注入した。その

後、30 V, 50 m 秒の電気パルスを 4 回与え、終脳背側の脳室帯に集中して限局する神経前駆細胞群に

向かって GFP プラスミドを電気穿孔法により導入した（子宮内胎仔脳電気穿孔法、IUE）。その後子宮を

体内に戻して閉腹後、体温を下げないよう母体をホットプレート上にて１時間程度おいて回復させた後、

飼育ケージに戻した（IUE 施術は久保健一郎博士による）。E14.5 日目に GFP 遺伝子を導入された神

経前駆細胞から分裂・分化した神経細胞は、やがて脳室帯から皮質板に入り、脳の第 II/III層へと移動す

ることが知られている。半数以上のGFP陽性細胞の移動が完了したことが予想される IUE施術5日後に、

仔マウスの脳を摘出した。脳サンプルは 4%パラホルムアルデヒドに浸漬固定（１日）し、スクロース置換

（10%溶液に 1 日、20%溶液に 1 日）を行い、Tissue-Tek OCT compound 中で液体窒素により瞬間凍結

し、解析に用いるまで-80℃冷凍庫で保存した。冷凍した脳サンプルをクライオスタットにより 20 μm

厚の凍結切片をつくり、GFP 陽性細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。脳室帯から皮質板に入り、

脳の第 II/III 層へと移動している一次体性感覚野(S1)付近の GFP 陽性細胞の分布を定量化するため、

脳室から脳表面までの距離を 5 等分し、脳室側から脳表面に向かって bin1−5 と領域を定めた。全ての

bin で観察された GFP 陽性細胞に対し、各 bin に発現している GFP 陽性細胞の割合を調べた。 

 

[結果] 

妊娠 C57/BL6J 雌マウスに、妊娠 12.5 日目に体重 1 kg あたり 0、 0.6、 3.0 μg/kg の用量の TCDD

（コーン油に溶解したもの）を単回経口投与し、２日後に IUE 法により CAGGS-GFP プラスミド

を胎仔脳室に導入した（Figure A）。PND0 の時点で胎仔の脳を固定し、切片を作成した。GFP プ

ラスミドが導入された感覚皮質を解析した結果、対照群では GFP 陽性細胞がほぼ大脳皮質 II/III

層へ移動を終えているのに対し、TCDD-0.6、TCDD-3.0 群はどちらも GFP 陽性細胞がまだ脳室対
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側にも広く分布しているようすが見られた（Figure B）。この GFP 陽性細胞の分布を定量するため、

脳室から脳表面までの距離を 5 等分し、脳室側から脳表面に向かって bin1~5 と領域を定めた。その結果、

bin 1 における対照群の GFP 陽性細胞分布は TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群よりも有意に多く、

一方 bin 2 以下の領域では、逆に TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群の GFP 陽性細胞分布が対照群よ

りも高いことがわかった（*, P < 0.05, Bonferroni test）（Figure C）。このことから、TCDD-0.6 群および

TCDD-3.0 群では、胎仔期の大脳皮質新生神経細胞移動が遅れていることが示唆された。 
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Figure. 胎仔期 TCDD 曝露による大脳皮質新生神経細胞移動への影響。 (A) 実験スケジュール。

妊娠 12.5 日目の C57BL/6J マウスに、0（溶媒のみ）、 0.6、ないし 3.0μg/kg 体重の TCDD を

単回経口投与した。2 日後に IUE による胎仔脳神経前駆細胞群に GFP 遺伝子導入を行った。(B) 

出産 0 日目産仔の第一次体性感覚野周辺にて観察された GFP 陽性神経細胞。 (C) GFP 陽性神経

細胞分布の定量解析結果。緑のシグナルは GFP 陽性細胞、青のシグナルは DAPI 染色された細胞

を示す。アスタリスクは対照群からの有意差、エラーバーは標準誤差を示す（n=8） 
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補足資料 4: 胎仔期 TCDD 曝露による胎仔脳遺伝子発現への影響の評価 

 

[方法 1: マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析]  

本実験は東京大学総括プロジェクト機構 総括寄付講座「食と生命」（加藤久典教授）の大学院

学生、高橋祥子さんのご指導を受けながら、東京大学大学院 疾患生命工学センター 健康環境医

工学部門の Ling Wenting 大学院生と共に行った。RNA 抽出以後の実験は「食と生命」の実験室・

実験装置を利用させていただいた。データの解析は NutriomiX 株式会社（東京）の DNA マイクロ

アレイデータ解析コンサルティングサービスを利用して行った。 

妊娠 C57/BL6J 系雌マウスに、妊娠 12.5 日目に体重 1 kg あたり 0、 0.6、 3.0 μg/kg の用量の TCDD

（コーン油に溶解したもの）を単回経口投与し、6 日後の妊娠 18.5 日目に開腹した。各腹の雄の

同腹仔の中で体重が中央値になる個体を選び、全脳を摘出した。摘出した全脳サンプルは液体窒

素により瞬間凍結し、解析に用いるまで-80℃冷凍庫で保存した。この全脳サンプルを RNAeasy 

Mini Kit を用いて total RNA を抽出した。全脳から抽出した Total RNA を GeneChip® 3' IVT Express 

Kit (Affymetrix)を用いて、逆転写し第一鎖 cDNA を合成、DNA ポリメラーゼにより第二鎖 cDNA

を合成。二本鎖 cDNA を鋳型としてビオチンで標識された cRNA を合成し、洗浄および断片化後、

Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array にハイブリダイズした。Fluidics Station 450 

(Affymetrix)で洗浄・染色し、レーザースキャナー（Affymetrix Gene Array Scanner 3000）でシグナ

ルを検出し CEL ファイルを得た。ここで得られた CEL ファイルを本件の解析に用いた。CEL フ

ァイルを用いて統計解析ツール R を用いて数値化し、RMA (Robust Multi-array Average) normalizing 

4でノーマライズした。RMA normalizingで正規化後、統計解析ツールRを用いて hclust (Hierarchical 

clustering, average linkage)でクラスター解析を行った。RMA normalizing で正規化後、統計解析ツー

ル R を用いて RankProducts 2、5 を用いて二群間比較解析(permutation: 200)を行った。FDR (False 

Discovery Rate)の値が 0.05 未満と判定された発現変動を示すプローブセットを抽出した。上記の

基準を満たすプローブセットを DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery ver. 6.7、http://david.abcc.ncifcrf.gov/)へアップロードし、アノテーション解析を行った。

上記の基準を満たすプローブセットを Nutrigenomics Database (http://www.nutrigenomics.jp) へアッ

プロードし、比較解析を行った。 

 

[結果 1] 

経胎盤 TCDD 曝露による大脳皮質新生神経細胞移動の遅れの分子的基盤を探るため、TCDD 曝

露胎仔脳の遺伝子発現解析を行った。妊娠 C57/BL6J 雌マウスに、妊娠 12.5 日目に体重 1kg あた

り 0、 0.6、 3.0μg/kg の用量の TCDD（コーン油に溶解したもの）を単回経口投与し、6 日後に胎

仔脳（全脳）を摘出した（Figure A）。この全脳サンプルから RNA 抽出を行い、マイクロアレイに
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よる網羅的遺伝子発現解析を行った。解析結果から得られた、全遺伝子の発現レベルをヒートマ

ップで表示したグラフを Figure B に示す。FDR（false discovery rate）<0.05、Log ratio>0.2 の条件

を満たした発現変動遺伝子数を調べたところ、発現上昇した遺伝子数は TCDD-0.6 群において 7

遺伝子、TCDD-3.0 群において 23 遺伝子見つかった。一方、発現上昇した遺伝子数は TCDD-0.6

群において 54 遺伝子、TCDD-3.0 群において 424 遺伝子見つかった（Figure C）。これらの結果か

ら、周産期 TCDD 曝露により、脳全体においては発現誘導される遺伝子よりも発現抑制される遺

伝子の数が多いことがわかった。 

胎仔期経胎盤 TCDD 曝露による大脳皮質新生神経細胞移動の遅れは TCDD-0.6 群および

TCDD-3.0 群の両群で見られたため、対照群に対して FDR<0.05 の条件で TCDD-0.6 群および

TCDD-3.0 群の両群において共通して発現変動が見られた遺伝子をリストアップした（Table 1）。

その結果、発達障害原因遺伝子である syntaxin binding protein1（stxbp1）、甲状腺受容体関連因子

thyroid hormone receptor interactor 11（Trip11）等が含まれた。 

次に、FDR<0.05と判定されたプローブセットをDAVIDにアップロードし、DAVIDの機能アノ

テーションにより得られた、発現上昇あるいは発現減少を示す遺伝子群の機能カテゴリーを調べ

た。対照群に対してFDR<0.05の条件でTCDD-0.6群において発現上昇が見られた機能カテゴリーに

ついては、発現上昇したプローブセット数は少なく、アノテーション解析に充分な数が得られな

かった。対照群に対してFDR<0.05の条件においてTCDD-0.6群で発現減少が見られた機能カテゴリ

ーでは、alternative splicing、splice variantなどスプライシングに関わるカテゴリーや、presynaptic 

membrane、synapse part、synaptic transmissionなどシナプス関連のカテゴリー、neuron projection、

neuron differentiation、transmission of nerveimpulseなど神経細胞に関連するカテゴリーが上位にリス

トされた（Table 2）。対照群に対してFDR<0.05の条件においてTCDD-3.0群で発現上昇が見られた

機能カテゴリーには、glycosylation site:O-linked (GalNAc...)、bone、immunoglobulin bindingがリス

トされた（Table 3）。対照群に対してFDR<0.05の条件においてTCDD-3.0群で発現減少が見られた

機能カテゴリーには、transcription、transcription regulation、regulation of transcriptionなど転写調節

に関わるものや、alternative splicing、splice variantなど転写後発現調節機構にタンパク質の多様性

を生み出す選択的スプライシングや、転写後発現調節の鍵を握っているRNA-bindingなどがリスト

された。また、bromodomain、bromoなどブロモドメイン関連のカテゴリーが多くリストされた

（Table 4）。対照群に対してFDR<0.05の条件でTCDD-0.6群およびTCDD-3.0群に共通して発現上

昇したプローブセット数は少なく、機能カテゴリーのアノテーション解析に充分な数が得られな

かった。対照群に対してFDR<0.05の条件でTCDD-0.6群およびTCDD-3.0群に共通して発現上昇し

たプローブセット数は少なく、機能カテゴリーのアノテーション解析に充分な数が得られなかっ

た。対照群に対してFDR<0.05の条件でTCDD-0.6群およびTCDD-3.0群に共通して発現減少した機

能カテゴリーには、Neuron differentiationが上位にリストされた。 
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Figure. 胎仔期低用量 TCDD 曝露における胎仔脳の遺伝子発現パターンの変化 1（マイクロアレ

イによる網羅的遺伝子発現解析結果）。(A)実験スケジュール。妊娠 12.5 日目の C57BL/6J マウス

に、0（溶媒のみ）、 0.6、ないし 3.0μg/kg 体重の TCDD を単回経口投与した。6 日後、妊娠マ

ウスを開腹して胎仔の全脳を採取した。各群、各腹１匹の雄（同腹の雄個体の中で体重が中央値

となるもの）の全脳を 5 匹分集めた。(B) 個体ごとの遺伝子発現パターンのヒートマップ表示。

(C)発現量が変動した遺伝子数の比較。対照群に対し、TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群において

FDR < 0.05 の有意水準で発現増加が認められた遺伝子数（左）と発現減少が認められた遺伝子数。 
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Table 1: TCDD-0.6 群および TCDD-3.0 群で共通して変動が見られた遺伝子  

   TCDD-0.6  

vs 対照群 

TCDD-3.0  

vs 対照群 

変化 遺伝子名 シンボル Log 

ratio 

FDR Log 

ratio 

FDR 

Up Reproductive homeobox 4B Rhox4B 0.7 0.00 0.9 0.00 

 erythroid differentiation regulator 1  Erdr1 0.6 0.00 0.8 0.00 

 RIKEN cDNA G530011O06 gene  G530011O06Ri

k 

0.5 0.00 0.8 0.00 

 ---  -- 0.2 0.02 0.7 0.00 

 solute carrier family 15 (H+/peptide 

transporter), member 2  

Slc15a2 0.4 0.00 0.3  

Down ---  -- -0.3 0.04 -0.8 0.00 

 topoisomerase (DNA) II beta  Top2b -0.5 0.01 -0.7 0.00 

 cancer susceptibility candidate 4  Casc4 -0.4 0.03 -0.7 0.00 

 Ral GTPase activating protein, alpha 

subunit 1  

Ralgapa1 -0.4 0.01 -0.7 0.00 

 syntaxin binding protein 1  Stxbp1 -0.4 0.05 -0.6 0.00 

 zinc f inger protein 451  Zfp451 -0.4 0.03 -0.6 0.00 

 phosphatidylserine decarboxylase, 

pseudogene 3  

Pisd-ps3 -1.4 0.00 -0.6 0.00 

 thyroid hormone receptor interactor 11 Trip11 -0.4 0.03 -0.6 0.00 

 ---  -- -0.4 0.03 -0.6 0.00 

 adenomatosis polyposis coli  Apc -0.3 0.03 -0.5 0.00 
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 coatomer protein complex, subunit 

gamma 2, antisense 2 

Copg2as2 -0.4 0.04 -0.5 0.00 

 Expressed sequence C77370  C77370 -0.3 0.03 -0.5 0.00 

 ---  -- -0.4 0.02 -0.5 0.00 

 Rap guanine nucleotide exchange 

factor (GEF) 6  

Rapgef6 -0.4 0.03 -0.5 0.00 

 RIKEN cDNA 6330510M09 gene  6330510M09Ri

k 

-0.3 0.04 -0.5 0.00 

 phosphatidylserine decarboxylase, 

pseudogene 3  

Pisd-ps3 -1.1 0.00 -0.5 0.00 

 phosphatidylserine decarboxylase, 

pseudogene 3  

Pisd-ps3 -1.2 0.00 -0.5 0.00 

 ---  -- -0.4 0.03 -0.5 0.00 

 CD2-associated protein  Cd2ap -0.4 0.03 -0.4 0.00 

 pellino 1  Peli1 -0.3 0.04 -0.4 0.00 

 RIKEN cDNA 1810014B01 gene  1810014B01Rik -0.3 0.03 -0.4 0.00 

 RIKEN cDNA A330076H08 gene  A330076H08Ri

k 

-0.4 0.02 -0.4 0.00 

 phosphatidylserine decarboxylase, 

pseudogene 1 /// phosphatidylserine 

decarboxylase, pseudogene 3  

Pisd-ps1///Pisd-

ps3 

-0.5 0.00 -0.3 0.01 

 phosphatidylserine decarboxylase, 

pseudogene 3  

Pisd-ps3 -0.5 0.00 -0.3 0.02 

 phosphatidylserine decarboxylase, 

pseudogene 1 /// phosphatidylserine 

decarboxylase, pseudogene 3  

Pisd-ps1///Pisd-

ps3 

-0.6 0.00 -0.3 0.02 

 ---  -- -0.4 0.02 -0.3 0.02 

 Transmembrane emp24 protein 

transport domain containing 7  

Tmed7 -0.3 0.04 -0.3 0.01 
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 Zinc f inger and SCAN domain 

containing 21  

Zscan21 -0.4 0.04 -0.3 0.03 

 Ataxia telangiectasia and Rad3 related Atr -0.3 0.03 -0.3 0.02 

 cyclic AMP-regulated phosphoprotein, 

21  

Arpp21 -0.3 0.04 -0.3 0.04 

 ---  -- -0.4 0.03 -0.3 0.02 

 phosphatidylserine decarboxylase /// 

phosphatidylserine decarboxylase, 

pseudogene 1 /// phosphatidylserine 

decarboxylase, pseudogene 3  

Pisd///Pisd-ps1//

/Pisd-ps3 

-0.4 0.01 -0.3 0.04 

 ---  -- -0.3 0.03 -0.2 0.02 

 ---  -- -0.4 0.04 -0.2 0.05 

 X-linked lymphocyte-regulated 3A /// 

X-linked lymphocyte-regulated 3B /// 

X-linked lymphocyte-regulated 3C  

Xlr3a///Xlr3b///

Xlr3c 

-0.2 0.03 -0.2 0.00 
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Table 2: TCDD-0.6 群で発現減少が見られた遺伝子群の機能カテゴリー 

Term Count P-Value 

alternative splicing 19 2.80E-04  

presynaptic membrane 3 8.10E-04  

splice variant 19 1.10E-03  

phosphoprotein 21 2.70E-03  

synapse part 4 3.80E-03  

synaptic transmission 4 5.10E-03  

neuron projection 4 5.70E-03  

zinc finger 3 6.60E-03  

PIRSF500608:homeotic protein Hox A5 2 7.40E-03  

neuron differentiation 5 7.50E-03  

cell projection 5 9.90E-03  

transmission of nerve impulse 4 9.90E-03  
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Table 3: TCDD-3.0 群で発現上昇が見られた遺伝子群の機能カテゴリー 

Term Count P-Value 

glycosylation site: O-linked (GalNAc…) 3 1.00E-03 

bone 2 3.00 E-03 

immunoglobulin binding 2 9.10 E-03 
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Table 4: TCDD-3.0 群で発現減少が見られた遺伝子群の機能カテゴリー 

Term Count P-Value 

phosphoprotein  188 1.00E-24  

alternative splicing  128 1.60E-12  

splice variant  128 1.20E-11  

nucleus  104 1.30E-08  

bromodomain  9 5.40E-08  

bromodomain  9 1.50E-07  

bromodomain, conserved site  8 5.80E-07  

activator  25 1.30E-06  

rna-binding  25 1.30E-06  

transcription  56 1.40E-06  

bromo  9 1.60E-06  

trannscription  56 1.60E-06  

RNA recognition motif, RNP-1  16 1.60E-06  

transcription regulation  51 1.70E-06  

HECT  7 3.50E-06  

regulation of transcription 64 4.30E-06  

acetylation  66 5.70E-06  

domain:WW 2  7 6.10E-06  

domain:WW 1  7 6.10E-06  
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nucleotide-binding, alpha-beta plait  15 8.50E-06 
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[方法 2: 定量 RT-PCR] 

本実験は東京大学大学院 疾患生命工学センター 健康環境医工学部門の Ling Wenting 大学院生

と共に行った。妊娠 C57/BL6J 系雌マウスに、妊娠 12.5 日目に体重 1kg あたり 0、 0.6、 3.0 μg/kg

の用量の TCDD（コーン油に溶解したもの）を単回経口投与し、6 日後の妊娠 18.5 日目に開腹し

た。各腹の雄の同腹仔の中で体重が中央値になる個体を選び、全脳を摘出した。摘出した全脳サ

ンプルは液体窒素により瞬間凍結し、解析に用いるまで-80℃冷凍庫で保存した。この全脳サンプ

ルを RNAeasy Mini Kit を用いて total RNA を抽出した。この total RNA 1 μg に対して PrimeScript RT 

reagent Kit を用いて 20 μl の反応系で逆転写を行った後、4 倍希釈した。定量 RT-PCR 解析は上記

逆転写溶液 2 μl に対し 10 μl の Tunderbird SYBR qPCR Mix およびプライマーを 0.3 M となるよう

に加え、20 μl の反応系において LightCycler rapid thermal cycler system により PCR 反応を行った

[Denature: 95℃, 30 秒 → Quantification: (95℃, 30 秒 → 60℃, 30 秒) ×40−45 サイクル]。蛍光の検出

は 60℃の伸長反応の各サイクルの最終段階で行った。定量は⊿Ct 法で行い、補正にはハウスキー

ピング遺伝子として 18S もしくは GAPDH を用いた。定量 RT-PCR に使用したプライマーセット

は下記 Table に示した。 

 

[結果 2] 

マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析で得られた情報を下に、特に重要と考えられる遺

伝子の発現変動レベルを個々に定量的 PCR 法により確かめた。その結果、群間で統計学的に有意

な差が検出された遺伝子が 6 つ見つかった（下記 Figure）（*, P < 0.05, Bonferroni test）。まず、従

来 TCDD 曝露により、核内受容体であるアリールハイドロカーボン受容体（AhR）を介して発現

誘導が起こることが知られている cyp1a1、cyp1b1、Ahrr の 3 遺伝子の発現が、対照群と比較して

TCDD-3.0 群で有意に上昇していた。また、先行研究により周産期 TCDD 曝露により胎仔脳で発

現が上昇することが知られていた Pf4 遺伝子の発現が、対照群と比較して TCDD-3.0 群で有意に

上昇していた。ドーパミン産生細胞の発生・分化に必要とされる Pitx3 は、対照群と比較して

TCDD-3.0 群で有意に減少していた。機能は未知だが、マイクロアレイ解析において TCDD-0.6 群

において強く発現変動が確認されていた Pisd-ps3（phosphatidylserine decarboxylase, pseudogene 3）

は、対照群と比較して TCDD-0.6 群で有意に減少していた。 
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Figure. 胎仔期低用量 TCDD 曝露における胎仔脳の遺伝子発現パターンの変化 1（定量 PCR 解

析結果）。 qPCR により、対照群に対して発現量の有意な変化が認められた遺伝子群。アスタリ

スクは群間の有意差を示す（p<0.05, Bonferroni の多重比較検定による）。ハウスキーピング遺伝

子として 18S を用いた。 
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Table: プライマー情報 

Gene Primer Sequence (5'->3') Length Tm 
Product 

length 

Cyp1b1 

Forward GGAAGAAGGGTACAAGCCAGGAA 23 62.15 

136 

Reverse TCTGAGGAACATGGTGAGCAGCAAA 25 64.70 

Erdr1 

Forward TGATGTCACCCACGAAAGCA 20 59.89 

135 

Reverse GTGAGAATCGCTCCGTCCTG 20 60.53 

Stxbp1 

Forward GGAGCGGAAGGAGCGTATCA 20 61.74 130 

Reverse GCGGGTAGAGATGTATGGGTAG 22 59.51   

Ahrr 

Forward GGAAGTCCCTATGTTCTCTGCC 22 60.16 146 

Reverse AGTGTCCACAAAGCCTGACC 20 60.18   

Mid1 

Forward GTGGTGACAGAGGAGAATGCGG 22 63.18 

96 

Reverse CAAACAGCGACGAGCAGTCAA 21 61.72 

Top2b 

Forward ATGATGCTGGTGGCAAACATTC 22 60.09 

117 

Reverse AGACTCCATATCTGTCCCTACCAA 24 60.08 

Trip11 

Forward TGACAGAGATAAGTCGGCGGCA 22 63.73 

103 

Reverse ACCGTAACTCCTGAGCCACCTTG 23 64.31 

Apc 

Forward GGCAGAGTCCCTCACAGAATGAAA 24 62.62 

109 

Reverse GGATAACTGGTGTTCTGGCTTCTTG 25 61.83 

Hoxa5 

Forward GACCCTGGAGCTGGAGAAAGAA 22 61.68 

90 

Reverse TCGGAGAGGCAAAGGGCATGAG 22 64.60 
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Ralgapa1 

Forward GCTGCTAGTTTGGTTTCCAGAGAAGA 26 63.13 

109 

Reverse GCTCCGTGAGAGTGCTTGTG 20 61.29 

Malat1 

Forward CGGTGCGGTAACATTCCTTGA 21 60.94 

116 

Reverse CTTTACACAGAAGCCTACAACTCCC 25 61.31 

Cdkn1b 

Forward GAAGAAGCGAGTCAGCGCAA 20 61.28 

81 

Reverse CACCTCCTGCCACTCGTATC 20 59.90 

Kif2a 

Forward GTCCACGAACCCAAACAGAAAG 22 59.97 

121 

Reverse GCCTAGCAGTAAACCTGTAAACCA 24 60.80 

Cdkl2 

Forward TGAGGTCAAAGATGCAGAAGCAG 23 61.12 

146 

Reverse GAAAGAAGTCATGGCGCAGAAG 22 60.16 

Slc15a2 

Forward GCTCTGGGAACAGGAGGTATCAAA 24 62.15 

113 

Reverse ATGGAGAGGTAGAAGACCGAGAA 23 60.05 

Mdga2 

Forward GCCTTTAATGAGCCCAATGACC 22 59.90 

89 

Reverse GCAAAGCATCAGTATCAAACGCA 23 60.67 

Rhox4 

Forward TCCAGCAGAATCACTTCATCCGT 23 61.95 

80 

Reverse CATAACTCTGGCTTCACTCACACC 24 61.39 

Trip12 

Forward ACGAGGGCCAAGAAGGCCAA 20 64.26 

109 

Reverse TGCCAGGAAGGAAGATTTAGGTGA 24 61.56 

Pf4 

Forward CTGGTCCCGAAGAAAGCGATG 21 61.34 

116 

Reverse ACAGTGGCGTCCTGCCTTGA 20 64.20 

Pisd-ps3 Forward GGTGGAACAGGTAAAGGGCGA 21 62.33 149 
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Reverse AGTGGTAGAGCGCATTCCCTTCTTG 25 64.82 

Ube3a 

Forward CGGAAAGTCAAACAGCACACA 21 59.60 

113 

Reverse TCTTCCATAGCAGCAGCAGAAC 22 60.68 

G530011O06Rik 

Forward TTAGGCACAGGCATCGGAAC 20 60.39 

115 

Reverse CAGCATTTCGGTGAAGCAGG 20 59.83 

Gh 

Forward AAAGAGTTCGAGCGTGCCTAC 21 60.67 

140 

Reverse AGCAATTCCATGTCGGTTCTCTG 23 61.18 

Vav3 

Forward GGAGTGGAGTCAGCCATCTC 20 59.54 

134 

Reverse ATTGGAACGACCAGCAAATC 20 56.70 

Atm 

Forward AGCTCCAGACAGAAGAAGATGCAAG 25 62.82 

161 

Reverse CAGTCAGCTCCATACGTTAGACC 23 60.49 

Xlr3b 

Forward CTAACAGAGAAGTCCTTGATGCTGG 25 61.14 

105 

Reverse CTTCGAATTCTTGGACCAAGTCCTG 25 61.82 

Atrx 

Forward TATGAGTTTCCTGTCTCCTGGCAC 24 62.14 

80 

Reverse GCAACAGGATGAAGCACCAGCA 22 63.19 

Mbnl1 

Forward CCCTCAGCCACAAGACATCC 20 60.39 

121 

Reverse ATCACCTCAGCACAAATACCAACT 24 60.51 

Mbnl2 

Forward TCCAGCGAGGAAACTGTGCC 20 62.73 

96 

Reverse CGGTTACGGTGTTGTCGTTTG 21 60.33 

 


	博士論文表紙_final
	2-114
	DTfigures_legends_final
	fig1のコピー
	fig1legend
	fig2のコピー
	fig2legend
	fig3のコピー
	fig3legend
	fig4のコピー
	fig4legend
	fig5のコピー
	fig5legend
	fig6のコピー
	fig6legend
	fig7のコピー
	fig7legend
	fig8のコピー
	fig8legend
	fig9のコピー
	fig9legend
	fig10のコピー
	fig10legend
	fig11のコピー
	fig11legend
	fig12のコピー
	fig12legend
	fig13のコピー
	fig13legend
	fig14のコピー
	fig14legend
	fig15のコピー
	fig15legend
	fig16のコピー
	fig16legend
	fig17のコピー
	fig17legend
	fig18のコピー
	fig18legend
	fig19のコピー
	fig19legend
	fig20のコピー
	fig20legend
	fig21のコピー
	fig21legend
	fig22のコピー
	fig22legend
	fig23のコピー
	fig23legend
	fig24のコピー
	fig24legend
	fig25のコピー
	fig25legend
	fig26のコピー
	fig26legend
	fig27のコピー
	fig27legend

	169-last

