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要　　 約

本実験は、条件付け場所嗜好性試験(conditioned place preference ; ＣＰＰ）に断眠ストレス

負荷が及ぼす影響を調べたものである。環境の異なる２つのボックスを用意し、事前にラット

のボックスに対する滞在時間からラットの嗜好性を測った。そのうち、滞在時間の短かったボッ

クスでは条件付けを行うために二コチンを投与し、また滞在時間の長かったボックスでは生理

食塩水を投与する事を８日間繰り返した。その結果、二コチンを投与して条件付けを行ったグ

ループはボックスへの滞在時間が上昇した。しかし、斷眠ストレスを伴う場合は、条件付けを

おこなったボックスにおける滞在時間に上昇がみられなかった。

二コチンは二コチン性アセチルコリン受容体に作用し、最終的には報酬系ドーパミン神経に

働きかけ脳内のドーパミンを上昇させるという知見を考え合わせると、二コチン依存は脳内の

ドーパミン機能を亢進と関係していることが推察される。さらに断眠ストレスによって嗜好性

の低いボックスに対する滞在時間が上昇しなかったのはこれらの二コチンの作用に断眠ストレ

スが影響を及ぼしたことが伺える。

序　　論

条件付け場所嗜好性試験(conditioned place preference ; ＣＰＰ）は依存性薬物の評価法であ

り、薬物の報酬効果を簡便に評価できる方法として、依存性形成の検討で広く使われている。

主な方法としては環境の異なる２つの部屋を用意し、薬物の条件付けを行うものであり、事前

にラットに２つの部屋を自由に探索させる（ｐｒｅテスト）。そのうち滞在時間の短い方（条件付

けボックス）では薬物を繰り返し投与し、滞在時間の長い方（嗜好性ボックス）では生理食塩

水を繰り返し投与すると、薬物を投与せずに自由探索させた時(post テスト）に条件付けボッ

クスへの滞在時間があがるというものである凵几

本実験ではＣＰＰで使用する薬物として二コチンを使用した。二コチンはタバコに含まれてい
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ることからよく知られているが、タバコが合法的に取り扱 われていることから依存を起こす薬

物として入手しやすく、タバコをやめたいと思ってもやめられない二コチン依存に陥っている

人も多い。二コチンが依存を引き起こすメカニズムはまだ完璧には分かっていないが、ほとん

どの依存性薬物の形成過程には本質的な差異はないとされており、最終的には報酬系を司る脳

内のドーパミンを増加させることで依存をひきおこすとされている几 二コチン依存の形成過

程の最初の段階として、二コチンはアセチルコリンのアゴニストであることから、二コチン性

アセチルコリン受容体（ｎＡＣｈＲ）に作用する。 ｎＡＣｈＲは主に中枢神経および末梢に存在し、

中脳の腹側被蓋野、側座核などの ｎＡＣｈＲ に二コチンが結合する。その後、 グルタミン酸 の

作用を介してドーパミンの放出が促進される几 図１に示すように、ドーパミン神経は中脳や

黒質・腹側被蓋野に細胞体を有し、その軸索は尾状核、一部の前頭前野、扁桃体、線条体、側

坐核に投射しているに ）几　ドーパミン神経は報酬系と呼ばれ多幸感や満足感を発現させ、正

の強化効果をひき起こすとされており、なかでも中脳辺縁系のドーパミン神経が重要な役わり

を果たしている几 このように二コチンの働きによりドーパミンの機能が亢進されることによっ

て依存が形成されるとされている。

禁煙のための手段として、 タバコ以外から少量の二コチンを摂取する方法や禁煙治療薬の使

用などがあげられる。ブプロピオン(bupropion) は禁煙治療薬として使用されているが、米

国では坑うつ薬として使用されており、脳内でノルアドレナリン及びドーパミンの機能を亢進

させるものである几 さらに、うつ病の治療の一つに断眠療法という治療法があり气 断眠に

よっても脳内のドーパミンに上昇が見られるとされるｏことから、断眠ストレス負荷が、二コ

チン依存の形成に影響を及ぼすと考えた。 ラットに二コチン依存の形成を及ぼす方法として

ＣＰＰを行った。断眠ストレスに、禁煙治療薬と同じような効果があるならば断眠ストレスを及

ぼしたラットはＣＰＰにおいて二コチン依存が形成されないと考えられる。

扁桃体中心核 観床 下 郎弓

図１．ラット脳の主要ドーパミン経路。

腹側被蓋野（A10 付近）から側坐核を経て前頭皮質へ

至る投射経路が報酬系では重要とされている。
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飼育環境

被験体ラットは９週齢の雌Sprague-Dawley ラットを10 匹用意した。統制群・断眠群の２つ

の群へ５匹ずつ振り分け，それぞれ群別に２匹と３匹にわけた２つのゲージで飼育した。 12時

間の明暗周期下（明時間08 : 00～20 : 00，暗時間20 : 00～08 : 00), 室温23 °C±2 ℃で水道水

と日本ＳＬＣの飼料（ラボＭＲストック）を自由に摂取できる環境で飼育した。

CPP 装置

２ボックス（30（ｗ）×60  (1)×30（h）cm ）になっており、一方のボックスが黒色で、他方

のボックスが白色になっている。白黒の表裏になった仕切りを真ん中に入れることで白のボッ

クスと、黒のボックスに分けることが出来る。中央の仕切りはアクリル板を使用し、ボックス

には厚さ ９ｍｍのベニヤ板を使用した。 また、ラットが直接上に乗るボックスの底にのみ、厚

さ0.5mm のアクリル板を貼り付けた（図２）。

図2.  CPP 装置

薬物

薬物投与 はす べて腹腔 内投与 により行った。 二 コチ ンはSigma-aldrich の(-)-Nicotine

hydrogen tartrate salt を使用した。生理食塩水・二コチン共に投与量は１ ｍＬ/ｋｇとし、二コ

チンの濃度は0.5mg/kg とした几

CPP 装置による行動観察

１日目に、仕切りを外した状態のＣＰＰ装置に15分間ラットをいれ、２つのボックスを自由に

行き来させ白ボックスでの滞在時間を計り、これをｐｒｅ値とした。
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２日目からは、条件付けの期間として、二コチンまたは生理食塩水を投与した後、仕切りを

した状態のＣＰＰ装置にラットを40 分間閉じ込めた。二コチンを投与したラットは白ボックスに

閉じ込め、生理食塩水を投与したラットは黒ボックスに閉じ込めた。二コチンを投与する囗と

生理食塩水を投与する日の２日間を１セッションとし、 ４セッション（８日間）行った。二コ

チンと生理食塩水の投与は１日毎の交互に行い、どちらを先に打つかについてはカウンターバ

ランスをとった。最終日に、 １日目と同じく仕切りを外した状態のＣＰＰ装置に15分間ラットを

いれ、 ２つのボックスを自由に行き来させた。また、最終日の白ボックスの滞在時間をpost 値

とした。　１日目と最終日にラットをＣＰＰ装置に入れる際に、ラットを白。黒ボックスのそれぞ

れの端に壁の方を向かせて入れ、白と黒のどちらのボックスから開始するかについてはカウン

ターバランスをとった。

断眠疲労モデル作成

ＣＰＰ装置での行動観察における条件付けの８日目の18 : 30からpostテストを行う日の11 : 30

まで17時間の断眠を行った。 斷眠群はゲージに水深1.5cm の水を張り、ラットが寝ると顔が水

に浸かってしまう様にした。 コントロール群はゲージの片側の下に台をいれゲージを傾いた状

態（傾斜５度） にし、水を入れた。 台を入れた方の端に約10cm ほどの、水の無いスペースを

作った。水深は最も深くなるところを1､5cm とし、ゲージは（22（ｗ）×38 ① ×18（h）cm ）

で底の平らなものを使用した（図３）。

図３．断眠操作時のコントロール群ゲージ
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図４．条件付けボックス滞在時間

二コチンを投与して条件付けを行ったグループはボックスへの滞在時間が上昇した。このこ

とを確認したうえで次に斷眠ストレスを加えた。そしてコントロール群と断眠群の間、および

pre-post 間に平均値の差がみられるかどうかを検討するため、二元配置分散分析を用いた統計

解析を行った。断眠群とコントロール群の間は被験者間要因、pre-post 間は被験者内要因の

統計処理を行った。 その結果、 コントロール群 と断眠群間の要因に主効果はみられなかった

(F(1.8)  =1.009, MSe=4633.569 。7.ｓ.)。 また、pre-post 間の要因にも主効果はみられなかった

0(1.8)  =0.907, MSe=1849.330, お｡)。

考　　察

本実験は、二コチンを使用した条件付け場所嗜好性試験(conditioned place preference ;

ＣＰＰ）を用いて、断眠ストレスがＣＰＰに及ぼす影響を調べたものである。二コチンの作用によ

り、脳内のドーパミンが上昇することによって二コチン依存が形成するとことが報告されてい

るい。ところが断眠ストレス負荷を及ぼしたラットは二コチン依存が形成されないという結果

を得た。禁煙治療薬では脳内のドーパミンを上昇させるが、断眠によっても同様に脳内のドー

パミンが上昇するならば二コチン依存の形成は困難になるものと考えられた。

図４に示すように、pre-post 間のコントロール群、post の断眠－コントロール群間において

も有意な差はみられなかった。特にpre-post間のコントロール群において有意差がみられない

ことは、そもそもＣＰＰにおいて二コチン依存の学習が形成されなかった可能性が示唆される。

しかし、断眠操作を行わないＣＰＰでは、pre-post 間に差がみられており、コントロール群の作

成の際に他の要因が影響したことが考えられる。本実験では、純粋な断眠の作用だけを見るた
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めに、断眠群を作成する際、水を使用するので、コントロールのゲージにも水を加えＣＰＰを行っ

た。　ドーパミンの上昇はストレスでも起こるとされるがに2)、ゲージへ水を加えたことがスト

レス刺激となりコントロール群のドーパミンニューロンに影響を及ぼしたことが考えられる。

今回の結果から、断眠などの行動により、二コチンに対する依存を軽減させるかもしれない

ことが示唆された。しかし、本実験では、実際のドーパミンの動きをみるための生理指標をとっ

ておらず、行動のみを観測している。そのため、でドーパミンの働きについては想像の域を出

ることができなかった。今後の実験の課題としては、純粋な断眠ストレス負荷だけをみること

ができるさらなる工夫と、ドーパミンのアゴニストを用いるなどの研究を行う必要がある。
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