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第 1章 序論 

1.1 研究の背景 

嗅覚系と記憶についての研究は盛んに行われている。嗅覚系は陸棲動物、水棲動

物問わず外部情報を獲得する機能としてとても重要である。匂い情報（匂い分子）は

嗅覚受容細胞と反応（あるいは結合）することで脱分極し電気信号が発生する。この電

気信号は嗅覚神経を通り脳へと伝わる。嗅覚は他の感覚（視覚、聴覚、味覚、体性感

覚）とは異なった経路で脳に情報が入力される。匂いと記憶の関係を明らかにするた

めには、匂い情報が脳内でどのように処理されているのか、匂いにより神経活動がど

のように変化するのかを調べる必要がある。しかしながら、哺乳動物の中枢神経系（脳

と脊髄）は複雑な構造をしており、哺乳動物を用いた嗅覚系の研究は容易ではない。

そこで、哺乳動物と同様に中枢神経系をもち、記憶や学習といった高次脳機能を有す

る軟体動物を対象とする研究が行われている。軟体動物とは、動物界・軟体動物門に

属する生物である。無脊椎動物である軟体動物の中枢神経系は哺乳動物のものとは

異なり、環形動物に近い形状をした頭部神経節（神経節）が中枢神経系である。軟体

動物の神経節は、食道を囲うような形で口球の上に位置している。このように軟体動物

の神経節は哺乳動物の中枢神経系とは全く異なった形状をしていながら、神経細胞

の基本構造、神経細胞間の情報の伝達方法は同じである。さらに、神経細胞の数も哺

乳動物に比べ非常に少なく、神経回路も比較的単純である。そのため、神経細胞間

で起きた事象を高等な生物よりも容易に調べることができる。また、哺乳動物でよく行

われる脳スライス標本を用いた測定とは違い、軟体動物の神経節は神経回路をすべ

て保持したままの状態で測定することが可能である。さらに、神経節と感覚器を繋げた

まま単離することができ、自然に近い状態で感覚器に刺激を行い、その時の神経活動

を測定することができる。また、神経節の神経活動が生理食塩水中で長時間測定可

能という点も研究対象としての利点である。 

これらの特徴から、軟体動物の神経節は哺乳動物の神経回路のモデル実験系とし

て利用されてきた。軟体動物の神経節の働きを明らかにすることは、哺乳動物におけ

る神経系の働きを理解することに繋がる。そこで本研究では、軟体動物であるナメクジ

を実験動物として用い、匂い刺激に対する嗅覚中枢神経系の応答、すなわち神経活

動の変化を電気生理学的測定及び蛍光イメージング測定により調べた。 
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1.2 電気生理学的手法 

神経細胞間での情報伝達はシナプスを介して行われる。シナプスには電気的伝達

を行う電気シナプスと化学的伝達を行う化学シナプスが存在する。神経細胞はイオン

濃度差により電気的に分極している。この状態を静止状態といい、細胞の内側は外側

に比べ負に分極しており、約 70 mVの電位差がある（静止膜電位）。上流の神経細胞

からの入力や外部からの刺激によって神経伝達物質が放出されると、受けた神経細

胞に膜電位変化が生じる。生じた膜電位変化が閾値を超えると Na+や Ca2+が流入し、

細胞内の電位が正に分極する。これを脱分極といい、この瞬間的な電位変化を活動

電位という。すなわち、神経活動は神経細胞の膜電位の急激な変化である。活動電位

が発生すると、下流の神経細胞との間のシナプスで情報の伝達が行われる。 

このような個々の神経細胞間での情報の入力・統合・出力といった各過程において

膜電位変化が見られるため、神経細胞の活動は電気的に捉えることができる。そのた

め、神経科学の発展において電気生理学的手法はなくてはならない手法の 1 つであ

る。電気生理学的手法には細胞内に電極を刺入し細胞内外の電位差を測定する細

胞内電位記録法、細胞外に電極を配置し近傍の電気的な変化を測定する細胞外電

位記録がある。 
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1.3 蛍光イメージング法 

 電気生理学的手法は時間分解能が優れているため、単一の細胞の活動電位や局

所的な電位変化の測定に用いられている。また、長時間の測定も向いているため、神

経科学の分野において長い間用いられてきた測定法である。しかし、電極の数や配置

密度の問題で、同時に広範囲の神経活動を測定することには不向きである。そこで、

空間的な神経活動の測定を行うため、空間分解能が優れている蛍光イメージング法を

用いた研究が盛んに行われている。蛍光イメージング法とは、蛍光プローブで標識し

た観察対象に対して、特定の波長の光（励起光）を当て蛍光プローブを基底状態から

励起状態に励起させ、蛍光プローブが励起状態から基底状態に遷移する際に発する

光（蛍光）をカメラを用いて捉える実験手法である（図 1-1）。蛍光の波長は励起光の波

長よりも長いのが特徴である。発せられた蛍光をフィルターで選択し、カメラで捉える。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 蛍光の概念図 
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1.4 実験動物としてのチャコウラナメクジ 

 軟体動物の中枢神経系は多数の神経細胞が集まってできた領域である。中枢神経

系は哺乳類においては脳と脊髄に相当し、細胞間で情報を交換しあうことで情報処理

を行っている。中枢神経系の構造を理解するにあたり、哺乳類に比べ構造が単純な

軟体動物が実験材料として用いられている。本研究では、実験材料として軟体動物

門・腹足網・柄眼目・コウラナメクジ科に属するチャコウラナメクジ（Limax 

valentianus）を用いた（図 1-2）。チャコウラナメクジは嗅覚が優れているため、嗅覚-

味覚連合学習等の嗅覚系の研究に用いられている。チャコウラナメクジの中枢神経系

である神経節は直径 1 mm程度の大きさで食道の周囲に位置しており、前脳葉・中脳

葉・後脳葉・側神経節・外套神経節・内臓神経節・腹足神経節で構成されている。嗅

覚受容器である触角の先端にある嗅上皮（Kleinfeld et al., 1994）からの匂い情報は、

二次嗅覚中枢である前脳葉に投射される（Suzuki et al., 1997）。前脳葉には、直径

6-8 mの軟体動物の中枢神経系としては小さい細胞が 105個のオーダーで密集して

おり（Kleinfeld et al., 1994; Chase et al., 1993）、internal mass （IM）、terminal 

mass （TM）、cell mass （CM）の三層に分かれている（Nagy et al., 1970）。前脳葉

を構成する神経細胞は、周期的にバースト状に発火する Bursting neuron 

（Bneuron ） と、発火頻度が低くバーストが生じない NonBursting neuron 

（NBneuron）の二種類があり、両者とも細胞体はCM層に存在している。Bneuronは

前脳葉の 10％以下と数が少なく、両者は前脳葉内で混在している。Bneuron は CM

層表面に対してほぼ平行に神経突起を伸ばしており、NBneuron は CM 層に対して

垂直に TM層、IM層へ神経突起を伸ばしている（Watanabe et al., 1998）（図 1-3 

）。嗅上皮から伝達された匂い情報は神経線維と通り、TM 層で NBneuron に伝達さ

れ、CM層で Bneuronに伝達されている（Watanabe et al., 1998）。また、Bneuron

は NBneuronに抑制性入力を与えている（Kleinfeld et al., 1994）。前脳葉では構

成する神経細胞（Bneuron、NBneuron）の同期活動が生じているため、個々の神経

活動の結果、局所的な電位（local field potential: LFP）が発生している（Gelperin 

et al., 1990）。この LFPを測定すると、振幅が 10-100 V、0.5-1 Hzの周波数をもっ

た自発的な振動活動が見られる。LFP 振動は匂い情報処理において重要な役割を

持ち、解剖後も自発活動を続けている（Gelperin et al., 1990）。また、前脳葉の先端

部と基部では LFP 振動に位相差が存在することが報告されている（Delaney et al., 

1994; Toda et al., 2000）。また、嗅上皮に匂い刺激を与えることで LFP振動の周波

数に変化が現れる（Toda et al., 2000）。 



 

5 

 

チャコウラナメクジの神経細胞間での情報伝達は哺乳動物と同じである。そのため、

神経伝達物質の働きが深く関わってくる。神経伝達物質の 1 つである一酸化窒素

（Nitric Oxide: NO）は神経細胞で合成され、シナプス可塑性の調整因子として働い

ていることで知られている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 実験に使用したチャコウラナメクジ（Limax valentianus） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3 前脳葉内の神経回路の構造の概念図 
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1.5 本研究の目的 

本研究では、チャコウラナメクジの嗅覚中枢神経系（前脳葉）における神経活動、お

よび神経伝達物質の 1つである一酸化窒素（Nitric Oxide: NO）の時空間動態につ

いて検討することを目的とした。そのため、本研究では主に蛍光イメージング手法を用

いた。電気生理的手法を用いた神経活動の測定についてはこれまでに報告されてい

る例は多く、例えばナメクジに忌避性の匂い刺激を与えた場合、前脳葉の局所場電位

（local field potential: LFP）振動に変化が生じることが知られている（Toda et al., 

2000; Inoue et al., 2006）。一方、蛍光イメージング手法を用いた神経活動の測定に

ついてはあまり行われてこなかった。蛍光イメージング手法を用いることにより、匂い刺

激に対する前脳葉の神経活動や NO の時空間動態の変化を調べることが可能にな

る。 

本研究の実験には単離脳標本系を用いた。ナメクジは匂い嫌悪条件づけを行うこと

で、誘引性の匂い物質に対する行動が変化する（Gelperin et al., 1975）。誘引性の

匂い物質に対する変化は行動だけでなく神経活動においても起きている（Inoue et 

al., 2006）。しかしながら、従来行われてきた行動実験による条件づけの方法では、同

一個体において条件づけ前後の神経活動を比較することは非常に困難である。そこ

で、単離脳標本系において匂い嫌悪条件づけを行い、同一個体における条件付け前

後の神経活動の匂い応答変化を、膜電位感受性色素を用いた蛍光イメージング（膜

電位イメージング）によって調べた。 

また、匂い刺激時の神経伝達物質の振舞いについて調べた例は少ない。多くの神

経伝達物質の中で NO は生理機能の調節に関わりがあると示唆されている

（Gelperin et al., 1994）。NOは記憶や学習などのシナプス可塑性にも関わっており、

NO合成を阻害されたナメクジは学習ができなくなる（Yabumoto et al., 2008）。しか

しながら、匂い刺激による NO 放出機構については未だよく知られていない。そこで、

NO合成を阻害した上で、匂い刺激に対する前脳葉の神経活動変化を調べた。また、

前脳葉における NO の時空間動態について調べた例は少ない。そこで、NO 感受性

色素を用いた蛍光イメージング（NO イメージング）の実験系を確立し、特に忌避性の

匂い刺激に対するNOの時空間動態を調べた。これにより、前脳葉における神経活動

とNOの時空間動態の関係を明らかにすることができる。さらに、ナメクジにおける匂い

情報処理ついて新たな知見を得ることが期待される。 

本論文の第 2 章では、ナメクジの飼育・解剖方法、細胞外電位記録、蛍光イメージ

ングの実験手法について述べる。第 3 章では、電気生理及び膜電位イメージング手
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法を用いて単離脳標本系における神経活動の時空間動態を調べた結果を述べる。第

4章では、第 3章と同様に電気生理及び膜電位イメージング手法を用いてNO と匂い

情報伝達の関係を調べた結果を述べる。第 5 章では、NO イメージング手法の確立、

および前脳葉におけるNOの時空間動態について調べた結果を述べる。第 6章では、

第 3章、第 4章と第 5章の結果を総括する。 
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第 2章 実験方法 

2.1 チャコウラナメクジの飼育方法 

本研究で使用したチャコウラナメクジは 19℃のインキュベーター内で継代飼育した。

インキュベーター内は 12 時間/12 時間の明暗周期に設定した。市販のプラスチックタ

ッパを飼育箱とし、後述する餌とタッパ内の乾燥を防ぐために浄水を浸み込ませた濾

紙を内部に置いた。飼育箱は汚れや餌に生えるカビを防ぐために5日以内に交換・洗

浄を行った。餌はマウス・ハムスター飼育飼料（オリエンタル酵母）の粉末、小麦由来

デンプン（和光純薬工業（株））、混合ビタミン（オリエンタル酵母）を 25：24：1で混合し

たものを使用し、ナメクジに与えるまで冷蔵庫で保存した。 

 

2.2 チャコウラナメクジの解剖方法 

4 ヵ月齢未満の個体（～2 ｇ）を使用した。ナメクジの背の中心部に麻酔用バッファ

（57.6 mM MgCl2・6H2O, 5 mM HEPES, 5 mM Glucose）をシリンジを用いて注入

し、麻酔が効いたのち、ナメクジの体を半分に切断した（実験に対して不使用の部分）。

切断後、解剖用バッファ（35 mM NaCl, 2 mM KCl, 4.9 mM CaCl2, 28 mM 

MgCl2・6H2O, 5 mM HEPES, 5 mM Glucose）で満たしたチャンバ内に移した。チ

ャンバ内で実験に不要な口球、食道、胃袋、生殖器などを取り除き、神経節と各触覚

（神経と受容器）・味覚受容器の神経を繋げたまま単離した（図 2-1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 ナメクジから単離した触角-神経節標本 

 



 

9 

 

2.3 電気生理実験 

本研究における電気生理実験では、ガラス電極を用いた細胞外電位記録法によっ

てナメクジの前脳葉における LFP 振動を測定した。ガラス電極はプラー装置（P-97, 

SUTTER INSTRUMENT）でキャピラリーガラス（GC120T-7.5 and GC120T-10, 

HARVARD APPARATUS ）を引き伸ばした後、マイクロフォージ （MF900, 

NARISHIGE）で先端の直径が 100 m前後に加工したものを使用した（図 2-2）。同

様に加工したガラス電極をもう 1本用意し、1本を測定用電極、他方を基準電極として

使用した。電極内を測定用バッファ（70 mM NaCl, 2 mM KCl, 4.9 mM CaCl2, 4.7 

mM MgCl2・6H2O, 5 mM HEPES, 5 mM Glucose）で満たし、銀線を中に入れた。

測定電極を対象であるナメクジの前脳葉に接触させ、基準電極を近くに配置し（図

2-3）、2 本の電極間の電位差を測定した。銀線からプレアンプとアンプ（ER-1, 

Cygnus Technology Inc.）に接続し信号を 20,000倍に増幅した。増幅したアナログ

信号は A/D コンバーター（POWER LAB/4SP, ADInstruments）に接続し、デジタ

ル信号に変化してから測定用ソフト（Chart5, ADInstruments）でパソコンに取り込ん

だ（図 2-4）。解析には 0.5 Hzから 30 Hzの周波数成分のみを使用した。このように測

定した電位は、前脳葉の個々の神経細胞の細胞膜上での膜電流によって生じる細胞

外電位である。この細胞外電位が LFPである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2 使用したガラス電極 
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図 2-3 細胞外電位記録法の模式図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4 電気生理実験の配線の模式図 
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2.4 蛍光イメージング実験 

神経活動を測定する上で、ガラス電極を用いた電気生理学的測定は重要な測定手

法である。しかし電気生理学的測定では、複数の神経細胞の活動を空間的に捉える

ことは困難である。そこで本研究では、主に蛍光色素を用いて前脳葉の空間的な神経

活動を光学的に測定する蛍光イメージング法を用いた。1.3 で述べたように蛍光イメー

ジングを行うには、蛍光プローブ（蛍光タンパクや蛍光色素）とそれにあった励起光の

選択が重要である。本研究では、2種類の蛍光色素を使用した。1つは膜電位感受性

色素である Di-4-ANEPPS（和光純薬工業（株））であり、もう 1 つは NO 感受性色素

である Diaminorhodamine-4M acetoxymethyl ester（以下 DAR-4M AM と表記

する）（五稜化薬（株））である。各色素の特徴については以下で述べる。 

蛍光イメージングを行う上で適切な光学系の選択が重要である。本研究では、

Di-4-ANEPPSを用いた測定に適した LED光源（LEX2-G, Brain Vision）、正立型

蛍光顕微鏡（E-FN1, Nikon）、励起フィルター（EX510-560, Nikon）、ダイクロイック

ミラー（DM575, Nikon）、蛍光フィルター（BA590, Nikon）、画像取得用のカメラ

（Zyla, Andor）、コンピューター（Dell Precision T5600, Dell, USA）を使用した（図

2-5）。また、DAR-4M AM を用いた測定でも同様の測定系を使用し、画像取得時の

設定を変更して測定を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-5 蛍光イメージング実験の模式図 
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2.4.1 Di-4-ANEPPS 

膜電位感受性色素は応答時間が 0.5 マイクロ秒以下の fast-response dye と秒オ

ーダーの slow-response dyeの 2種類に大きく分類される（Cohen et al., 1978）。神

経活動は 1-10 ミリ秒オーダーで行われるため、本研究では fast-response dyeの 1

種で styryl 系化合物である Di-4-ANEPPS を使用した（Fluhler et al., 1985）。

Di-4-ANEPPS は細胞に添加すると膜内に埋もれて存在する。505 nm の波長の光

で励起され、励起状態から基底状態に遷移する（図 2-6）。その時に波長 705 nm の

光を発する（蛍光）。また、膜電位変化が生じることにより Di-4-ANEPPS の構造が変

化し、神経細胞の膜電位変化に対して 0.1-1% 程度の蛍光強度変化が現れる。その

蛍光強度変化を sCMOS カメラを用いて取得し、コンピューターに取り込んだ（図

2-5）。 

本研究では、予め分注したストック染色液（6.9 mM Di-4-ANEPPS, 45% エタノー

ル（和光純薬工業（株））, 5% CremophorEL（SIGMA-ALDRICH））を解剖用バッフ

ァで 80倍に希釈し、Di-4-ANEPPSの最終色素濃度が 86 Mの染色溶液を用いて

50分間染色を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-6 Di-4-ANEPPSの構造式 
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2.4.2 DAR-4M AM 

神経活動が生じることで細胞外への神経伝達物質の放出が生じる。細胞外におけ

る神経伝達物質を測定することで神経活動の変化と神経伝達物質の放出の関係を調

べることが可能である。しかしながら、神経伝達物質の種類は非常に多く、LFP 振動

や膜電位変化などの神経活動の変化から特定の神経伝達物質の放出の変化を推定

することは不可能である。そこで本研究では、生理機能の調整に関係があることで知ら

れているNOに着目し、NO感受性色素であるDAR-4M AMを用いて前脳葉におけ

る空間的な NO分布を調べた。 

DAR-4M AMは同じくNO感受性色素であるDAR-4Mにアセトキシメチル基（AM

基）を付加した色素である。AM 基により DAR-4M に細胞膜透過性が付加される。色

素が細胞内に入ることで細胞内の酵素（エステラーゼ）の働きによってAM基が切断さ

せる。AM基が取れることで色素が細胞の外側に出なくなる。細胞内に取り込まれた色

素は NO と反応し、波長 560 nmの光で励起され波長 575 nmのオレンジ色の光を

発する（蛍光）（図 2-7）。DAR-4M AMは Di-4-ANEPPS と異なり、一度 NO と反応

すると蛍光強度は変化したままであり、その反応は不可逆である（Joern et al., 

2008）。 

本研究では、予め分注したストック染色液（5 mM DAR-4M AM）を解剖用バッファ

と界面活性剤（10% pluronic）で 100倍に希釈し、DAR-4M AMの最終色素濃度が

50 Mの染色溶液を用いて 50分間染色を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-7  DAR-4M AMの構造式と原理 
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2.5 解析方法 

電気生理的測定や蛍光イメージングによって取得した時系列データから周波数や

神経活動の伝搬速度などの物理量を求めた。そのため、プログラミングソフト

（MATLAB, MathWorks）で自作したプログラムを使用し以下の処理を行った。 

 

2.5.1 細胞外電位記録（LFP振動） 

細胞外電位記録により得られた結果から LFP振動の周波数とその変化率を求めた。

匂い刺激前の周波数は、匂い刺激開始前、10 ピークのピーク間隔の逆数の平均であ

る。匂い刺激中の周波数は、匂い刺激を行っている時間内で最も変化が生じた 5ピー

クのピーク間隔の逆数の平均である。匂い刺激による LFP 振動の周波数の変化はあ

まり持続しないため、5 ピークのピーク間隔の逆数の平均から評価した（図 2-8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8 LFP振動のピーク間隔の選び方の例 
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2.5.2 膜電位イメージング 

膜電位イメージングにより得られる時系列データは、露光時間ごとにカメラの1 pixel

に相当する各受光素子からのアナログ信号をデジタル信号に変換したものである。し

かし、1 pixelが受光した蛍光強度の時系列データは S/N比が低く、前脳葉の膜電位

変化を可視化することは困難である。本研究で使用した sCMOSカメラの 1 pixelあた

りの大きさは約 0.4×0.4 m と前脳葉を構成する細胞の大きさに比べ非常に小さい。

そこで、取得した蛍光画像に計測ウィンドウ（Region of Interest: ROI） を設定し（図

2-9）、露光時間ごとのROI内でのデータの平均値を得た（図2-10上）。しかしながら、

蛍光強度変化にはノイズが存在する。そこで本研究では、ROIの時系列データに対し

て移動平均法によるフィルタリングを行った。さらに、移動平均法のみでは時系列デー

タに高周波ノイズが残ってしまうため、Savitzky - Golayの係数表（図 2-11）を用いた

多項式適合法によるスムージングを行った。その結果（図 2-10 下）を用いて、前脳葉

全体の神経活動を可視化するため擬似カラー化を行った。また、神経活動の伝搬速

度を求めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-9 前脳葉の蛍光画像 

青い四角は ROIの一例を示す。 
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図 2-10 膜電位イメージング実験により得られる蛍光強度の時間変化 

上：取得データ、下：スムージングを施した後のデータ 
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 擬似カラー 

 取得した蛍光画像を 16×16 pixel（6.5×6.5 m）ごとの領域（ROI）に区切り（図

2-12）、露光時間ごとの ROI内での蛍光強度データの平均値を得た。各 ROIの時系

列データに対して先に述べたスムージングを行った。また、蛍光色素の特性として褪

色が生じる（図 2-13 上）。褪色の影響を除去するためにベースラインを補正する必要

がある。まず、得られた時系列データに対して任意の時間間隔を設定し、その時間間

隔内での最小値を求めた。同様の処理を時間をずらして行うことで、補正したベースラ

インを得ることができる（図 2-13 中）。スムージングしたデータと補正したベースライン

の差を取り最終的な蛍光強度の時系列データを得た（図 2-13下）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-12 前脳葉の蛍光画像に格子状に設定した ROI 
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図 2-13 ベースラインを補正して得た蛍光強度の時間変化 

上：補正前の蛍光強度の時間変化、中：補正したベースライン、下：補正後の蛍光強

度の時間変化 
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 伝搬速度 

得られた蛍光画像に対して 50×50 pixel（20×20 m）の ROIを前脳葉の先端部

と基部にそれぞれ 1つずつ設定し（図 2-14）、各 ROIから蛍光強度変化の時系列デ

ータを取得し、先に述べたスムージングを行った（図 2-12）。蛍光強度変化の結果から

伝搬速度を求めた。匂い刺激前と匂い刺激中の伝搬速度を求めるための蛍光強度変

化のピークの選び方については 2.5.1 と同様の基準で行った。伝搬速度は 2 つの

ROI の距離をピークの時間差（図 2-15）で割ったものである。匂い刺激前と匂い刺激

中の伝搬速度から変化率を求めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-14 前脳葉の蛍光画像と先端部と基部に設定した ROI 

青：先端部、赤：基部 
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図 2-15 前脳葉の先端部（青線）と基部（赤線）における 

蛍光強度変化とピークの時間差 
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2.5.3 NO イメージング 

2.4.2でも述べたように、本研究で用いたDAR-4M AMは 1度NO と反応すると蛍

光を発し続け、その反応は不可逆である。また、得られる時系列波形に

Di-4-ANEPPSで見られるような振動現象は生じないためピークは存在せず、図 2-17 

のように蛍光強度が増加していくことになる。したがって、蛍光強度変化の傾きを求め、

傾きの変化率から匂い刺激に対する NOの合成速度の変化を評価した。 

取得した蛍光画像から前脳葉を囲うように ROI を設定し（図 2-16）、蛍光強度変化

の時系列データを取得した。得られたデータからある時刻の前後 5 秒、計 10 秒間に

おける蛍光強度の時間変化の傾きを求めた。同様の処理を時間をずらして行い、蛍

光強度変化の傾きの時系列データを得た（図 2-17）。そして、匂い刺激前における蛍

光強度変化の傾きの平均値を求めた。平均値からの傾きの変化率を求め、匂い刺激

中における傾きの変化率の最大値でNOの合成速度の変化を評価した。また、1-4で

も述べたように前脳葉は3層の領域（IM、TM、CM）にも分かれている。また先行研究

により、3 層の中で IM 層が最も NO 合成酵素が存在することが示唆されている

（Gelperin et al., 2000; Matsuo et al., 2009; Fujie et al., 2002）。そこで、それら 3

層の領域ごとにも ROIを囲うように設定し（図 2-16）、同様の処理を行い、各領域にお

ける NO合成速度の変化を評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-16 DAR-4M AMで染色した前脳葉標本の蛍光画像 

IM: internal mass、TM: terminal mass、CM: cell mass 

IM TM CM 
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図 2-17  DAR-4Mの蛍光強度の時間変化とその傾きの時間変化 

上：蛍光強度の時間変化、下：傾きの時間変化 

実線は匂い刺激、点線は匂い刺激前の傾きの平均と匂い刺激中の最大値 
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2.6 統計解析 

各実験で群間の差異を統計解析手法の1つである t検定（スチューデント-t）を用い

て有意性を求めた。p < 0.05を有意差とした。結果は平均 ± 標準誤差で示した。 
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第 3章 単離脳標本系における神経活動の時空間動態の測定 

3.1 本実験の目的 

本実験では、ナメクジの単離脳標本系における神経活動の時空間動態を測定する

ことを目的とした。ナメクジの行動実験や単離脳標本系における電気生理的手法を用

いた神経活動の測定については報告されている例は多い。一方で蛍光イメージング

手法による神経活動の測定についてはあまり行われていない。単離脳標本系におい

て蛍光イメージング手法を用いることで、前脳葉における匂い刺激に対する神経活動

の時空間動態の変化を調べることが可能になる。さらに、ナメクジの嗅覚系は優れて

おり、記憶・学習機能も有することから、生体（生きた状態）での匂い嫌悪条件づけが

行われてきた（Yamada et al., 1992; Kasai et al., 2006; Sahley et al., 1980; 

Nakaya et al., 2001）。しかしながら、生体での匂い嫌悪条件づけ（行動実験）では同

一個体で条件づけ前後の神経活動の変化を比較することは困難である。本実験では、

単離脳標本系を用いることにより、同一個体で条件づけ前後の神経活動の変化を比

較した。 

また、生体での匂い嫌悪条件づけでは無条件刺激として苦味刺激が用いられる。し

かしながら、味覚受容器を残したまま単離脳標本を作製するのは容易ではない。そこ

で、味覚受容器の神経線維に対して電気刺激を与えることによって匂い嫌悪条件づ

けを行った。電気刺激を用いた条件づけが可能になれば、より簡便な実験条件を得る

ことができる。 

 

3.2 実験方法 

2.2 で述べた通り、ナメクジから触角-神経節を単離し、測定用チャンバに移した。触

角がバッファに浸っていると匂い物質が嗅上皮に到達しないため、匂い刺激を行うこと

ができない。そのため、測定用チャンバに神経節と大触覚を固定した後にゴムチュー

ブを半円状に加工したものを触角神経を潰さないように置き、神経節と触角を浸すバ

ッファを隔てられるようにした（図 3-1）。測定中に標本が動かないようにパラフィルムを

用いて固定した。固定が完了した後、2.4.1 で述べた通りに Di-4-ANEPPS で染色を

行った。染色終了後、測定用バッファで洗浄した。2.3 で述べた測定電極を前脳葉の

表面に接触させ、測定用ソフトで細胞外電位をコンピューターに記録した。解析には

0.5 Hzから 30 Hzの周波数成分のみを使用した。また、2.4で述べた蛍光イメージン

グの実験系を用いて膜電位イメージングも同時に行った。 

忌避性の匂い刺激を行い、LFP 振動の測定と膜電位イメージングを行った。忌避
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性の匂い物質には、予め行動実験によって忌避性であることを確認した 1-hexanol

（東京化成業（株）） （以下、ヘキサノールと表記する）と玉ねぎを用いた。ヘキサノー

ルは流動パラフィン（和光純薬工業（株））を用いて1000倍に希釈したもの（0.1 v/v%）

を使用した。さらに、誘引性の匂い物質であるニンジンとキュウリ（Inoue et al., 2006）

を使用し、誘引性の匂い刺激に対する LFP 振動の測定と膜電位イメージングを行っ

た。匂い刺激の方法はエアフローとし、コントロールには水を用いた。匂い刺激の切り

替えは刺激装置と電磁弁（EXAK-3, 高砂電気工業（株））を使用した。刺激装置から

電磁弁に電圧を加えることで、電磁弁の経路が切り替わり、コントロール刺激から匂い

刺激（条件刺激）に切り替わる。刺激開始から 20秒間は電圧を加え続け、匂い刺激を

与え続けた。匂い刺激終了後は再度コントロール刺激を行った。 

また、単離脳標本系における匂い嫌悪条件づけを行うためには無条件刺激が必要

である。そこで、味覚受容器の神経線維を残したまま単離脳標本を作製し、同様の手

順で固定・染色・洗浄を行った。洗浄後、電気刺激を与えるために味覚受容器の神経

を予め準備しておいたガラス電極内に引き込んだ。ガラス電極内を測定用バッファで

満たし、銀線を入れた。刺激用の基準電極として、ガラス電極内に入れた銀線と同様

のものを標本近くに配置した（図 3-1）。電気刺激装置（SEN-7203, NIHON 

KODEN）とアイソレーター（SS-202J, NIHON KODEN）に銀線を接続した。 

誘引性の匂い物質であるニンジン、キュウリで匂い刺激を行った後、ニンジンに対し

てのみ条件づけを行った。匂い刺激開始 1 秒後に無条件刺激として味覚受容器の神

経線維に電気刺激（1 ms, 3 V）を与え、これを 5分間隔で 3回行った。条件づけ終了

後、1 時間静置した。その後、確認として最初に行った匂い刺激と同様の条件で測定

を行った。匂い刺激の方法は、上記の方法と同様に電磁弁を用いたエアフローで行っ

た。 
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図 3-1 単離脳標本系における匂い嫌悪条件づけの実験系の模式図 
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3.3 実験結果 

 忌避性の匂い刺激を行った場合のLFP振動の結果を図3-2に示す。誘引性の匂い

物質であるニンジンとキュウリで匂い刺激をした場合の LFP振動の結果を図 3-3に示

す。ニンジンで匂い嫌悪条件づけを行った後にニンジンとキュウリで匂い刺激をした場

合のLFP振動の結果を図 3-4に示す。これらの結果から、LFP振動の周波数の変化

率を求めた（図 3-5）。 

匂い刺激は図中の黒実線で示す間与え続けた。忌避性の匂い物質である 0.1% 

ヘキサノールと玉ねぎで匂い刺激をした場合の LFP 振動の周波数変化率はそれぞ

れ 22.31 ± 2.51 %（匂い刺激前; 0.60 ± 0.02 Hz、匂い刺激中; 0.75 ± 0.04 Hz、n = 

27）、7.34 ± 3.11 %（匂い刺激前; 0.74 ± 0.06 Hz、匂い刺激中; 0.79 ± 0.05 Hz、n 

= 7）であった。また、誘引性の匂い物質であるニンジンとキュウリで匂い刺激をした場

合の LFP 振動の周波数変化率はそれぞれ1.45 ± 1.40 %（匂い刺激前; 0.67 ± 

0.03 Hz、匂い刺激中; 0.66 ± 0.04 Hz、n = 21）、1.62 ± 1.63 %（匂い刺激前; 0.67 

± 0.06 Hz、匂い刺激中; 0.65 ± 0.06 Hz、n = 9）であった。さらに、ニンジンに対して

匂い嫌悪条件づけを行った後にニンジンとキュウリで匂い刺激をした場合のLFP振動

の周波数変化率はそれぞれ 9.09 ± 2.28 %（匂い刺激前; 0.67 ± 0.03 Hz、匂い刺激

中; 0.74 ± 0.03 Hz、n = 21）、0.44 ± 1.10 %（匂い刺激前; 0.66 ± 0.05 Hz、匂い刺

激中; 0.66 ± 0.06 Hz、n = 9）であった。ニンジンによる匂い刺激を行った場合では条

件づけ前後で有意な差が見られた（p < 0.01）。しかしながら、キュウリによる匂い刺激

を行った場合では条件づけ前後で有意な差がなかった（n.s.）。また、条件づけ前に行

ったニンジンと忌避性の匂い刺激には有意な差が見られた（p < 0.01）（図 3-5）。 

また、膜電位イメージングの結果から神経活動を擬似カラー表示した結果を図 3-6

に示す。図中の時間は匂い刺激開始時間を 0.00 s とし、そこからの時間を示している。

また、蛍光強度変化のピークを赤色で示した。先端部から基部に向かって神経活動が

伝搬していることが知られている（Delaney et al., 1994; Toda et al., 2000）。そのため、

先端部と基部にROIをそれぞれ配置し、蛍光強度変化を求めた。その結果を図 3-7、

図 3-8、図 3-9、図 3-10、図 3-11、図 3-12 に示す。さらに神経活動の伝搬速度変化

率を求めた（図 3-13）。忌避性の匂い物質である 0.1% ヘキサノールで匂い刺激をし

た場合の伝搬速度変化率は72.55 ± 12.71 %（匂い刺激前; 1.87 ± 0.25 mm/s、匂い

刺激中; 3.04 ± 0.31 mm/s、 n = 14）であった。また、誘引性の匂い物質であるニン

ジンとキュウリで匂い刺激をした場合の伝搬速度変化率は 4.32 ± 1.51 %（匂い刺激

前; 1.30 ± 0.27 mm/s、匂い刺激中; 1.36 ± 0.30 mm/s、n = 6）、8.26 ± 5.31 %（匂
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い刺激前; 1.97 ± 0.15 mm/s、匂い刺激中; 1.81 ± 0.22 mm/s、n = 4）であった。さら

に、ニンジンに対して匂い嫌悪条件づけを行った後にニンジンとキュウリで匂い刺激を

した場合の伝搬速度変化率は 20.75 ± 6.08 %（匂い刺激前; 1.04 ± 0.15 mm/s、匂

い刺激中; 1.24 ± 0.16 mm/s、n = 6）、4.72 ± 3.87 %（匂い刺激前; 1.19 ± 0.12 

mm/s、匂い刺激中; 1.12 ± 0.08 mm/s、n = 4）であった。ニンジンによる匂い刺激を

行った場合では条件づけ前後で有意な差が見られた（p < 0.05）。しかしながら、キュ

ウリによる匂い刺激を行った場合では条件づけ前後で有意な差がなかった（n.s.）。ま

た、条件づけ前に行ったニンジンと忌避性の匂い刺激（0.1% ヘキサノール（72.55 ± 

12.71 %、匂い刺激前; 1.87 ± 0.25 mm/s、匂い刺激中; 3.04 ± 0.31 mm/s、 n = 

14））には有意な差が見られた（p < 0.01）。 
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図 3-2 忌避性の匂い刺激に対する前脳葉における LFP振動の変化 

上：0.1% ヘキサノール、下：玉ねぎ 

上線の間で匂い刺激を行った。 
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図 3-3 誘引性の匂い刺激に対する LFP振動の変化 

上：ニンジン、下：キュウリ 

上線の間で匂い刺激を行った。 
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図 3-4 ニンジンで条件づけ後の匂い刺激に対する LFP振動の変化 

上：ニンジン、下：キュウリ 

上線の間で匂い刺激を行った。 
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図 3-5 各匂い刺激に対する LFP振動の周波数変化率 

白のバーは匂い嫌悪条件づけ前、グレーのバーは匂い嫌悪条件づけ後の結果を示

す。 
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図 3-6 前脳葉における神経活動の伝搬の様子 

図中の時間は匂い刺激開始を 0.00 sで表している。 
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図 3-7 忌避性の匂い刺激（0.1% ヘキサノール）に対する蛍光強度変化 

上：匂い刺激前、下：匂い刺激中 

青：先端部、赤：基部 
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図 3-8 忌避性の匂い刺激（玉ねぎ）に対する蛍光強度変化 

上：匂い刺激前、下：匂い刺激中 

青：先端部、赤：基部 
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図 3-9 誘引性の匂い刺激（ニンジン）に対する蛍光強度変化 

上：匂い刺激前、下：匂い刺激中 

青：先端部、赤：基部 
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図 3-10 誘引性の匂い刺激（キュウリ）に対する蛍光強度変化 

上：匂い刺激前、下：匂い刺激中 

青：先端部、赤：基部 
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図 3-11 ニンジンで匂い嫌悪条件づけした後の 

匂い刺激（ニンジン）に対する蛍光強度変化 

上：匂い刺激前、下：匂い刺激中 

青：先端部、赤：基部 
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図 3-12 ニンジンで匂い嫌悪条件づけした後 

の匂い刺激（キュウリ）に対する蛍光強度変化 

上：匂い刺激前、下：匂い刺激中 

青：先端部、赤：基部 



 

41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-13 各匂い刺激に対する伝搬速度変化率 

白のバーは匂い嫌悪条件づけ前、グレーのバーは匂い嫌悪条件づけ後の結果を示

す。 

 

 

 

 

 

 

**p < 0.01, *p < 0.05 
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3.4 考察 

まず、細胞外電位記録の結果について考察する。忌避性の匂い刺激（0.1% ヘキ

サノールと玉ねぎ）によって LFP 振動の周波数が増加した（図 3-2）。この結果は、過

去の研究結果とも一致している（Toda et al., 2000; Inoue et al., 2006）。一方、誘引

性の匂い刺激（ニンジンとキュウリ）ではLFP振動の周波数は増加しなかった（図 3-3）。

その後、ニンジンに対して単離脳標本系での匂い嫌悪条件づけを行い、再度誘引性

の匂い刺激を行った結果、匂い嫌悪条件づけを行ったニンジンに対しては LFP 振動

の周波数は増加した（図 3-4）。しかしながら、匂い嫌悪条件づけを行っていないキュウ

リに対しては LFP振動の周波数は増加しなかった（図 3-4）。図 3-5から、匂い嫌悪条

件づけした場合、LFP振動の周波数の変化は忌避性の匂い刺激に対する変化と同じ

であるということが明らかになった。続いて、膜電位イメージングの結果について考察

する。忌避性の匂い刺激（0.1% ヘキサノールと玉ねぎ）によって神経活動の伝搬速

度が増加した（図 3-7、図 3-8）。一方、誘引性の匂い刺激（ニンジンとキュウリ）では神

経活動の伝搬速度は増加しなかった（図 3-9、図 3-10）。その後、ニンジンに対して単

離脳標本系での匂い嫌悪条件づけを行い、再び誘引性の匂い刺激を行った結果、匂

い嫌悪条件づけを行ったニンジンに対しては神経活動の伝搬速度は増加した（図

3-11）。しかしながら、匂い嫌悪条件づけを行っていないキュウリに対しては神経活動

の伝搬速度は増加しなかった（図 3-12）。図 3-13から匂い嫌悪条件づけした場合、神

経活動の伝搬速度の変化は忌避性の匂い刺激に対する変化と同じであるということが

明らかになった。以上のことから、単離脳標本系における匂い嫌悪条件づけが成立し、

条件づけされた匂いに対して、行動だけでなく神経活動から変化し、LFP振動の周波

数と神経活動の伝搬速度の増加は忌避行動と関係しているということが明らかになっ

た。 

行動実験において忌避性の匂い刺激を行った場合、ナメクジは委縮・逃避などの

忌避行動を示す。委縮する場合、外套膜と言われる背側の内臓を覆う体壁に頭部を

引き込む。この外套膜に頭部を引き込むための神経細胞（あるいは線維）の神経活動

を測定し、他の神経活動との関係を調べることで、神経活動の変化と忌避行動の関係

について明らかにすることができる。先行研究では、LFP 振動の周波数と外套膜神経

線維の活動の相関について調べており、外套膜神経線維の活動は忌避行動の指標

となることを示している（Inoue et al., 2006）。LFP振動は前脳葉に接触させたガラス

電極を介して測定されるので、LFP 振動の周波数の増加は前脳葉で繰り返し発生し

ている神経活動の伝搬速度の増加によるものであると考えられる。さらに、神経活動は、
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行動とくに忌避行動をとらせるための行動を担う神経細胞（部位）に繰り返し伝搬する

必要があり、神経活動の伝搬速度の増加は外套膜神経線維の活動の頻度を増加さ

せなければならない。本論文の結果には記載していないが、忌避性の匂い刺激によ

って外套膜神経線維の活動の頻度と神経活動の伝搬速度が増加した（図 3-14）。し

かしながら、統計解析が行えていないため、更なる実験が必要である。以上の結果か

ら、前脳葉における神経活動の伝搬速度の増加と外套膜神経線維の活動の増加によ

って先天的及び後天的（匂い嫌悪条件づけ）な忌避性の匂いに対する忌避行動が生

じているということが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-14 忌避性の匂い刺激（玉ねぎ）に対する神経活動 

上：外套膜神経線維の活動、下：蛍光強度変化（左：匂い刺激前、右：匂い刺激中） 

上線の間で匂い刺激を行った。 

0.25 s 0.25 s 
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第 4章 匂い刺激による前脳葉の神経活動の変化に対する 

NOの関与 

4.1 本実験の目的 

本実験では、忌避性の匂い刺激による前脳葉の神経活動の変化に対する NO の

関りについて調べることを目的とした。 

忌避性の匂い刺激による前脳葉の神経活動（LFP 振動の周波数）に変化が生じる

ことは知られている（Toda et al., 2000; Inoue et al., 2006）。さらに、第 3章の結果か

ら、忌避性の匂い刺激によって前脳葉における神経活動の伝搬は変化することが明ら

かになった。一方、神経伝達物質の NO の合成を阻害することで行動実験での学習

が成立しないことが知られている（Gelperin., 1999）。しかしながら、忌避性の匂い刺

激を与えたときのNO動態については調べられていない。そこで、NO合成を阻害した

上で、匂い刺激による時空間神経活動パターンの変化について調べた。 

 

4.2 実験方法 

3.2 と同様に単離した触角-神経節を測定用チャンバに固定した（図 4-1）。固定が

完了した後、2.4.1 で述べたとおりに Di-4-ANEPPS で染色を行った。染色終了後、

測定用バッファで洗浄した。匂い刺激方法や測定方法は 3.2で述べたものと同様の方

法を用いた。匂い刺激は 30 秒間行い、匂い物質にはヘキサノールを流動パラフィン

で 1000倍に希釈したもの（0.1 v/v%）を使用した。大触覚にのみ匂い刺激を行い、忌

避性の匂い刺激によって LFP 振動の周波数が増加することを確認した後、NO 合成

酵素阻害剤である NG-Nitro-L-arginine methyl ester, hydrochloride（和光純薬

工業（株））（以下、L-NAME と表記する）あるいは L-NAME の光学異性体である

NG-Nitro-D-arginine methyl ester hydrochloride（和光純薬工業（株））（以下、

D-NAME と表記する）を測定用バッファで溶かしたもので 90 分間インキュベーション

を行った。インキュベーション終了後、再度同様の手順で匂い刺激を行った。

L-NAME と D-NAMEはそれぞれ 1 mg/ml（3.7 mM）の濃度に調製したものを使用

した。 
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図 4-1 実験系の模式図 
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4.3 実験結果 

細胞外電位記録の結果を図 4-2、図 4-3に示す。匂い刺激は図中の黒実線で示す

間与え続けた。また、LFP振動の周波数変化率を求めた（図 4-4）。 

L-NAMEインキュベーション前のLFP振動の周波数変化率は21.52 ± 2.42 %（匂

い刺激前; 0.57 ± 0.03 Hz、匂い刺激中; 0.69 ± 0.03 Hz、n = 12）であった。

L-NAME インキュベーション後の LFP振動の周波数変化率は 2.34 ± 2.36 %（匂い

刺激前; 0.59 ± 0.03 Hz、匂い刺激中; 0.61 ± 0.04 Hz、n = 12）であった。これら 2つ

には有意な差が見られた（p < 0.01）。また、D-NAME インキュベーション前（19.96 ± 

3.61 %、匂い刺激前; 0.63 ± 0.03 Hz、匂い刺激中; 0.75 ± 0.03 Hz、n = 14）と後

（12.80 ± 2.53 %、匂い刺激前; 0.62 ± 0.02 Hz、匂い刺激中; 0.70 ± 0.02 Hz、n = 

14）で LFP 振動の周波数変化率には有意な差はなかった（n.s.）。L-NAME と

D-NAME でのインキュベーション前の LFP 振動の周波数変化率には有意な差はな

かった（n.s.）。 

また、膜電位イメージングの結果から神経活動を擬似カラー表示した結果を図 4-5

から図 4-8に示す。図中の時間は匂い刺激開始時間を 0.00 s とし、そこからの時間を

示している。また、蛍光強度変化のピークを赤色で示した。第 3 章と同様に、先端部と

基部に ROI をそれぞれ配置し、蛍光強度変化を求めた。その結果を図 4-9、図 4-10

に示す。さらに、神経活動の伝搬速度変化率を求めた（図 4-11）。 L-NAMEインキュ

ベーション前の伝搬速度変化率は 118.79 ± 35.65 %（匂い刺激前; 1.13 ± 0.12 

mm/s、匂い刺激中; 3.02 ± 0.65 mm/s、n = 5）であった。L-NAME インキュベーショ

ン後の伝搬速度変化率は 17.16 ± 6.29 %（匂い刺激前; 1.61 ± 0.17 mm/s、匂い刺

激中; 1.87 ± 0.18 mm/s、n = 5）であった。これら 2つには有意な差が見られた（p < 

0.05）。また、D-NAME インキュベーション前（52.54 ± 12.36 % （匂い刺激前; 1.84 

± 0.24 mm/s、匂い刺激中; 2.70 ± 0.29 mm/s、n = 9））後（38.30 ± 8.10 %（匂い刺

激前; 1.83 ± 0.24 mm/s、匂い刺激中; 2.68 ± 0.50 mm/s、n = 9）） の伝搬速度変

化率には有意な差はなかった（n.s.）。L-NAME と D-NAME でのインキュベーション

前の伝搬速度変化率には有意な差はなかった（n.s.）。 
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図 4-2 L-NAME投与前の前脳葉における LFP振動 

上線の間で匂い刺激を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-3 L-NAME投与後の前脳葉における LFP振動 

上線の間で匂い刺激を行った。 
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図 4-4 忌避性の匂い刺激に対する LFP振動の周波数変化率 

上：L-NAME、下：D-NAME 

**p < 0.01 
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図 4-5 L-NAME インキュベーション前の匂い刺激前の 

 擬似カラーによる神経活動の伝搬の様子 

図中の時間は匂い刺激開始を 0.00 sで表している。 
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図 4-6 L-NAME インキュベーション前の匂い刺激中の 

 擬似カラーによる神経活動の伝搬の様子 

図中の時間は匂い刺激開始を 0.00 sで表している。 
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図 4-7 L-NAME インキュベーション後の匂い刺激前の 

 擬似カラーによる神経活動の伝搬の様子 

図中の時間は匂い刺激開始を 0.00 sで表している。 
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図 4-8 L-NAME インキュベーション後の匂い刺激中の 

 擬似カラーによる神経活動の伝搬の様子 

図中の時間は匂い刺激開始を 0.00 sで表している。 
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図 4-9 L-NAME投与前の忌避性の匂い刺激に対する蛍光強度変化 

上：匂い刺激前、下：匂い刺激中 

青：先端部、赤：基部 
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図 4-10 L-NAME投与後の忌避性の匂い刺激に対する蛍光強度変化 

上：匂い刺激前、下：匂い刺激中 

青：先端部、赤：基部 
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図 4-11 忌避性の匂い刺激に対する伝搬速度変化率 

上：L-NAME、下：D-NAME 

*p < 0.05 
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4.4 考察 

まず、細胞外電位記録の結果について考察する。忌避性の匂い刺激によって LFP

振動の周波数は増加した（図 4-2）。しかしながら、L-NAME（NO合成酵素阻害剤）イ

ンキュベーション後（図 4-3）は匂い刺激による LFP 振動の周波数の増加は見られな

かった（図 4-4）。一方で、D-NAMEインキュベーション前後では匂い刺激による LFP

振動の周波数はどちらも増加し、大きな違いはなかった（図 4-4）。以上のことから、

NO が忌避性の匂い刺激による LFP 振動の周波数の増加に関係していることが明ら

かになった。続いて、膜電位イメージングの結果について考察する。忌避性の匂い刺

激によって伝搬速度は増加した（図 4-9）。しかしながら、L-NAME インキュベーション

後（図 4-10）は匂い刺激による伝搬速度の増加は見られなかった（図 4-11）。一方で、

D-NAME インキュベーション前後では匂い刺激による伝搬速度はどちらも増加し、大

きな違いはなかった（図4-11）。以上の結果から、NOが忌避性の匂い刺激による伝搬

速度の増加に関係していることが明らかになった。 

 先行研究によって、20 mMの L-NAMEでインキュベーションを行うことで、LFP振

動が消失することは報告されている（Gelperin et al., 1994）。本実験では、より低濃

度（3.7 mM）の L-NAMEでインキュベーションを行ったが、この濃度では、LFP振動

の発生と神経活動の伝搬自体には影響を与えなかった。しかしながら、忌避性の匂い

刺激によるLFP振動の周波数と伝搬速度の増加を妨げた。これらのことから、LFP振

動の発生と匂い刺激による周波数と伝搬速度の増加にNOが関係していることが示唆

された。さらに第 3章の結果より、忌避性の匂い刺激によって LFP振動の周波数と伝

搬速度は増加し、誘引性の匂い刺激ではそのような現象が見られないことから、匂い

の弁別にNOが関係していることが示唆された。また、本論文と同量の L-NAMEをナ

メクジの体内に注入し行動実験を行った場合（Yabumoto et al., 2008; Sakura et 

al., 2004）、体内の L-NAME 濃度が本実験と同じであると仮定すると、LFP 振動は

正常であるが、匂い刺激による変化は行動実験においても阻害されると考えられる。こ

の仮定は、L-NAME を体内に注入したナメクジから神経節を単離した直後に測定し

た LFP 振動は正常であったが、大触角の神経線維に対して電気刺激を与えたことに

よる LFP 振動の周波数の変化が阻害されていたことによって立証された（Yabumoto 

et al., 2008）。したがって、NOの調節効果は匂い弁別と嗅覚学習（条件づけ）に重要

なメカニズムであると考えられる。 
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第 5章 NO感受性色素を用いた NO イメージングの実験系の 

確立と NOの時空間動態の測定 

5.1 本実験の目的 

第4章の結果から、ナメクジの前脳葉における神経活動の変化にNOが関係してい

ることが明らかになった。しかしながら、第 4章の測定手法では、前脳葉の神経活動の

変化における NOの時空間動態を直接捉えられてはいない。そこで本実験では、ナメ

クジの前脳葉における神経伝達物質のNOの時空間動態に着目し、NO感受性蛍光

色素を用いた NO イメージングの実験系の確立およびそれを用いて NO の時空間動

態を測定することを目的とした。 

前脳葉におけるNOの振る舞いを調べる手法として、NOセンサーを用いてNO濃

度を測定することも可能である（Kitamura et al., 2001; Fujie et al., 2002、）。しかし

ながら、NO センサーを用いた測定法では局所領域における NO 濃度変化を測定す

ることしかできない。NO感受性蛍光色素を用いたNOイメージングの実験系の確立し、

ナメクジの前脳葉における忌避性の匂い刺激に対する神経活動の変化と NO の時空

間動態について調べることで、嗅覚系とNOについての新たな知見を得ることができる。

また、第 4章でも使用した L-NAMEを用いてNO合成を阻害した場合の匂い刺激に

対する NO の時空間動態の変化を調べた。同時に LFP 振動の周波数の変化も測定

した。 

 

5.2 実験方法 

3.2 と同様に単離した触角-神経節を測定用チャンバに固定した（図 4-1）。固定が

完了した後、2.4.2で述べた通りに DAR-4M AMで染色を行った。染色色素をより細

胞内に取り込ませるために、前脳葉の部分のシースと言われる薄膜様構造を前脳葉

を傷つけないように取り除いた。染色は、30 ℃に設定した恒温槽内で行った。染色終

了後、測定用バッファで 30分間洗浄した。L-NAME を用いる場合は、3.7 mMにな

るように染色溶液や測定用バッファで溶かした。匂い刺激方法や測定方法は 3.2で述

べたものと同様の方法を用いた。匂い刺激は測定開始後 20秒後に 20秒間行い、匂

い物質には流動パラフィンを用いて 1000倍に希釈したヘキサノール（0.1 v/v%）を使

用した。 

 また、本実験で用いた光学系は Di-4-ANEPPS に適したものを使用した。そのため、

膜電位イメージングと同様の設定では DAR-4M AMの蛍光画像を取得することは困

難である。そこで、パソコンで画像を取得する段階でビニング（1 pixel1 pixel を 8 
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pixel8 pixel）を行った。 
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5.3 実験結果 

細胞外電位記録の結果を図 5-1 に示す。匂い刺激は図中の黒実線で示す間与え

続けた。また、LFP 振動の周波数の変化率を求めた（図 5-2）。コントロール（流動パラ

フィン→流動パラフィン）の場合の LFP振動の周波数変化率は 0.69 ± 1.40 %（匂い

刺激前; 0.62 ± 0.03 Hz、匂い刺激中; 0.63 ± 0.03 Hz、n = 15）であった。忌避性

の匂い物質（0.1% ヘキサノール）で匂い刺激を行った場合の LFP 振動の周波数変

化率は 4.70 ± 1.98 %（匂い刺激前; 0.55 ± 0.03 Hz、匂い刺激中; 0.58 ± 0.03 Hz、

n = 15）であった。これら 2つには有意な差がなかった（n.s.）。また、L-NAMEで 90

分間インキュベーションを行い、忌避性の匂い物質（0.1% ヘキサノール）で匂い刺激

を行った場合の LFP 振動の周波数変化率は 1.35 ± 1.60 %（匂い刺激前; 0.55 ± 

0.03 Hz、匂い刺激中; 0.56 ± 0.04 Hz、n = 4）であった。L-NAMEの有無では有

意な差がなかった（n.s.）。 

また、NO イメージングの結果を図 5-3 に示す。NO イメージングにおける蛍光強度

変化の傾き（図 5-3）からその変化率の最大値を求めた（図 5-4）。コントロール（流動パ

ラフィン→流動パラフィン）の場合の傾きの変化率の最大値は 21.16 ± 5.50 %（匂い

刺激前; 0.82 ± 0.12 count/s、匂い刺激中; 0.95 ± 0.12 count/s、n = 10）であった。

忌避性の匂い物質（0.1% ヘキサノール）で匂い刺激を行った場合の傾きの変化率の

最大値は 139.93 ± 25.22 %（匂い刺激前; 0.27 ± 0.05 count/s、匂い刺激中; 0.55 ± 

0.06 count/s、n = 15）であった。これら 2つには有意な差が見られた（p < 0.01）。ま

た、L-NAMEで90分間インキュベーションを行い、忌避性の匂い物質（0.1% ヘキサ

ノール）で匂い刺激を行った場合の傾きの変化率の最大値は 34.82 ± 8.85 %（匂い

刺激前; 0.34 ± 0.05 count/s、匂い刺激中; 0.45 ± 0.06 count/s、n = 7）であった。

忌避性の匂い刺激をした場合とコントロール、L-NAME でインキュベーションした場

合とでは有意な差が見られた（p < 0.05）。さらに、前脳葉内の各層（IM、TM+CM）に

おける蛍光強度変化から匂い刺激中における傾きの変化率の最大値を求めた（図

5-5）。IM層における傾きの変化率の最大値は 115.48 ± 17.59 %（匂い刺激前; 0.29 

± 0.05 count/s、匂い刺激中; 0.60 ± 0.08 count/s、n = 8）であった。TM+CM層に

おける傾きの変化率の最大値は 67.34 ± 11.90 %（匂い刺激前; 0.41 ± 0.07 count/s、

匂い刺激中; 0.66 ± 0.10 count/s、n = 8）であった。これら 2つには有意な差がなか

った（n.s.）。L-NAMEで 90分間インキュベーションを行った場合の IM層における傾

きの変化率の最大値は 37.57 ± 9.46 %（匂い刺激前; 0.36 ± 0.05 count/s、匂い刺

激中; 0.48 ± 0.06 count/s、n = 6）であった。IM層において L-NAMEの有無にお
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ける傾きの変化率には有意な差が見られた（p < 0.01）。L-NAMEで 90分間インキュ

ベーションを行った場合の TM+CM 層における傾きの変化率の平均値は 36.74 ± 

9.57 %（匂い刺激前; 0.41 ± 0.05 count/s、匂い刺激中; 0.55 ± 0.06 count/s、n = 

6）であった。TM+CM層における L-NAMEの有無では有意な差がなかった（n.s.）。 
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図 5-1 忌避性の匂い刺激（0.1% ヘキサノール）に対する前脳葉における LFP振動 

上線の間で匂い刺激を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-2 各条件における匂い刺激に対する LFP振動の周波数変化率 
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図 5-3 蛍光強度の時間変化と求めた傾きの時間変化 

上：蛍光強度の時間変化、下：蛍光強度の時間変化から求めた傾きの時間変化 

上線の間で匂い刺激を行った。 
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図 5-4 各条件における匂い刺激に対する蛍光強度変化の 

傾きの変化率の最大値 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

**p < 0.01, *p < 0.05 
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図 5-5 各層における匂い刺激に対する蛍光強度変化の傾きの変化率の最大値 

 

 

 

 

 

 

 

 

**p < 0.01 
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5.4 考察 

まず、NO イメージングの結果について考察する。DAR-4M AM でナメクジ前脳葉

を染色した結果、画像取得時のパソコンの設定を変更することでDi-4-ANEPPSに適

した光学系でも蛍光画像を取得することが可能になった。さらに、蛍光強度の時間変

化を取得した。このことから、前脳葉における NO イメージングの実験系の確立できた

といえる。さらに、忌避性の匂い刺激によって前脳葉における蛍光強度の時間変化の

傾きが増加した（図 5-3、図 5-4）。この結果から、忌避性の匂い刺激によってNOの合

成速度が増加することが明らかになった。また、前脳葉を構成する 3 層において、忌

避性の匂い刺激による蛍光強度の時間変化の傾きの変化率は IM層が他の 2層と比

べて高かった（図 5-5）。さらに L-NAMEを用いた結果、L-NAMEの影響は IM層に

おいて顕著に現れることを明らかにした（図 5-5）。一方、他の 2層（TM層、CM層）で

はL-NAMEの有無で蛍光強度の時間変化の傾きの変化には有意な差は見られなか

った（図 5-5）。このことから、前脳葉内の 3 層において主に IM 層が忌避性の匂い刺

激によって NOの合成速度が増加することが示唆された。 

忌避性の匂い刺激した場合は LFP 振動の周波数は増加した。さらに、L-NAME

でインキュベーションした場合は忌避性の匂い刺激を行っても LFP 振動の周波数は

増加しなかった。本実験の結果からは、LFP 振動の周波数変化率には有意差は見ら

れなかった（図 5-2）。この結果は第 4章の結果とは異なってしまう。しかしながら、これ

はシースを取り除いたことによる影響であると考えられる。 

本実験で得られた結果は、使用したDAR-4M AMには本来適していない光学系を

用いて得られたものである。今後の課題として、DAR-4M AMに適した光学系を用い

て実験を行い、匂い刺激による前脳葉の NO の時空間動態をより詳細に捉えることが

必要である。さらに、行動実験や第 3章で行った匂い嫌悪条件づけと組み合わせて行

うことで、誘引性の匂い刺激に対する NO の時空間動態や条件づけ中の NO の時空

間動態などを調べることが可能になる。 
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第 6章 総括 

第 3 章では、ナメクジの単離脳標本系における神経活動の時空間動態の測定およ

び匂い刺激によるその変化について述べた。膜電位イメージングの結果から、前脳葉

の先端部から基部に向かって神経活動が伝搬している様子を捉えることが可能になっ

た（図 3-6）。忌避性の匂い刺激（0.1% ヘキサノール、玉ねぎ）を行った結果、LFP振

動の周波数と神経活動の伝搬速度が増加した（図 3-5、図 3-13）。このLFP振動結果

は、過去の研究とも一致した（Toda et al., 2000; Inoue et al., 2006）。一方で、誘引

性の匂い刺激を行った場合、LFP 振動の周波数と神経活動の伝搬速度は増加しな

かった（図 3-5、図 3-13）。単離脳標本系で匂い嫌悪条件づけを行った結果、条件づ

けを行った匂い刺激に対する神経活動（LFP 振動と伝搬速度）の変化は忌避性の匂

い刺激を行った場合と同様の応答であった（図 3-5、図 3-13）。しかし、匂い嫌悪条件

づけを行っていない匂い刺激に対しては神経活動の変化は増加しなかった（図 3-5、

図 3-13）。このことから、単離脳標本系における匂い嫌悪条件づけが成立し、条件づ

けされた匂いに対して行動だけではなく、神経活動も変化しており、LFP 振動の周波

数と神経活動の伝搬速度の増加は忌避行動に関係しているということが明らかになっ

た。 

第 4章では、忌避性の匂い刺激による前脳葉の神経活動の変化に対するNOの関

与について調べた結果について述べた。忌避性の匂い刺激（0.1% ヘキサノール）を

行った結果、LFP振動の周波数と神経活動の伝搬速度が増加した（図 4-4、図 4-11）。

その個体に対して、3.7 mMの L-NAMEでインキュベーションすると同じ忌避性の匂

い刺激に対する LFP 振動の周波数と神経活動の伝搬速度の増加は見られなかった

（図 4-4、図 4-11）。擬似カラー表示した結果を見ても、L-NAME でインキュベーショ

ンすることで忌避性の匂い刺激による神経活動の伝搬速度の増加は見られなくなった

（図 4-5～図 4-8）。以上のことから、匂い刺激に対するLFP振動の周波数と神経活動

の伝搬速度の変化にNOが関係していることは明らかになり、匂いの弁別にNOが関

係していることが示唆された。 

第 5 章では、NO 感受性色素を用いた NO イメージング実験系の確立および前脳

葉のNOの時空間動態の測定を行った結果について述べた。NO感受性色素で染色

し、第 3章および第 4章と同様の実験系を用いた。画像取得時のパソコンの設定を変

更することで、蛍光画像を取得することができ、蛍光強度の時間変化を測定することが

できた（図 5-3）。さらに、忌避性の匂い刺激（0.1% ヘキサノール）によって蛍光強度

の時間変化の傾きが増加することを明らかにした（図 5-4）。この結果から、忌避性の匂
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い刺激によって NO の合成速度が増加することが明らかになった。また、前脳葉を構

成する 3（IM、TM、CM）層において、忌避性の匂い刺激による蛍光強度の時間変化

の傾きの最大変化率は IM層が他の2層と比べて高かった（図5-5）。さらにL-NAME

でインキュベーションした結果、IM 層において L-NAME の影響が顕著に見られた

（図 5-5）。以上のことから、主に IM層が忌避性の匂い刺激によって NOの合成速度

が増加することが示唆された。 

  

本研究結果から、以下のことが明らかになった。 

1）  忌避性の匂い刺激によって前脳葉の神経活動（LFP 振動の周波数と伝搬速

度）は変化する。 

 

2）  誘引性の匂い刺激によって前脳葉の神経活動は変化しない。 

 

3）  単離脳標本系における匂い嫌悪条件づけは成立し、条件づけを行った匂い

刺激に対して前脳葉の神経活動の変化は忌避性の匂い刺激と同様の応答を示

す。 

 

4）  匂い刺激による前脳葉の神経活動の変化に NOが関係している。 

 

5）  忌避性の匂い刺激によって前脳葉における NO合成速度が増加する。 

 

6）  IM層が忌避性の匂い刺激によって NOの合成速度が増加する。 

  

忌避性の匂い刺激によって前脳葉における LFP 振動の周波数と伝搬速度は増加

する。その神経活動の変化は、忌避性の匂い刺激による前脳葉内の NO 合成速度が

増加することによって生じる現象であり、主に IM層においてNOの合成速度が増加し

ているということが示唆された。また、このような一連の神経活動の変化がナメクジの忌

避行動と関係していることが示唆された。しかし、LFP 振動や神経活動の伝搬を生じ

させている 2種類の神経細胞の細胞体は両者（Bneuron、NBneuron）とも CM層に

存在している。すなわち、IM層で合成された NOが放出され、CM層の Bneuronが

NO によって脱分極し、NBneuron に対して抑制性の入力を与えることによって LFP

振動や神経活動の伝搬の増加が生じていると示唆された（図 6）。 
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図 6前脳葉における嗅覚情報伝達の模式図 
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