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北海道歯誌　33：10-16，2012．

緒 言

　歯科治療を受けた時に恐怖や痛みを体験をすると，再度
治療を受ける際にその不快な記憶を想起してストレスを感
じる事がある。このように不快感や恐怖感を起こさせる刺
激（無条件刺激）に対して，無条件刺激を受けたときの空
間や音などの（条件刺激）を結びつけて記憶が形成され，
条件刺激に対する連合学習が獲得される現象を条件付け学
習とよぶ1）．恐怖条件付けは動物実験によっても再現する
ことが可能で，連合学習のメカニズムに関する研究にしば
しば用いられる2）．
　また近年，有酸素運動を行うことにより，脳血流量が増
加すること3,4），神経伝達物質が増加すること5），さらに脳
由来神経栄養因子（BDNF）が増加すること6,7），等々い
ずれも運動による脳機能の向上を示唆するものが多く報告
されており，全身運動と記憶の関係が注目されている．し

かし，全身運動を行うことにより，条件付け学習の獲得の
変化や記憶のメカニズムの中のどの過程が修飾を受けるの
か，またその神経機構はいかなるものであるのかなど不明
な点が多い．そこで，本研究では回転ケージを用いて強制
運動を行わせることにより運動負荷を定量的にラットに与
え，その際の恐怖条件づけ学習の獲得と恐怖記憶の経時的
変化について調べ，恐怖記憶に対する強制運動の影響を明
らかにすることを目的とした．

材 料 と 方 法

　全ての実験は国立大学法人北海道大学動物実験に関する
規定に従って行った．

１）実験動物および飼育条件
　４週齢のSprague－Dawley系雄性ラット（ｎ＝15）を
用いた．飼育条件は室温22±2℃，相対湿度50±10％，照
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抄　録：本研究は，恐怖学習を獲得させたラットを用い，恐怖記憶に対する強制運動の影響を明らかにすることを
目的として行った．
　SD系雄性ラット（生後4週齢）を用い，すべてのラットに23.5時間の飲水制限下にて，以下の実験群に分けて実
験を行った．運動群：4週間の強制運動（回転速度12～15 m/分，60分/日，5日/週で回転ケージ内を歩行）させた群，
非運動群：運動はさせず回転ケージ内に10分間入れた後飼育ケージに戻した（4週間）群，において運動スケジュー
ル終了後に恐怖条件付けを行った．恐怖条件付けはオペラントケージを用いて条件刺激をブザー音30秒，無条件刺
激を足底への電気刺激（2.5 mA，29秒，5回/5分）として行った．その後恐怖条件付け学習の獲得について評価す
るために，条件刺激（ブザー音）に対するすくみ行動を解析した．また，運動群と非運動群の精神的不安度に差が
無いかを調べるために，高架十字迷路試験を用いて評価を行った．
　すくみ行動の割合では，運動群の2日目（11.7±3.8％，ｎ＝5）と3日目（0.3±0.3％，ｎ＝5）に対して非運動群
では2日目（42.7±5.1％，ｎ＝5），3日目（22.7±7.9％，ｎ＝5）であり，非運動群と比較して運動群のすくみ行動
率の有意な低下が認められた．高架十字迷路試験では，運動群と非運動群の間では，全ての項目において有意差は
認められなかった．
　本研究の結果から，強制運動を負荷したことで恐怖記憶が減弱されたことが示された．また，この時運動群と非
運動群において精神的不安度に差が無いことも示唆された．以上により強制運動を負荷することで，精神的不安が
増強されない程度の恐怖記憶に対してそれを減弱する効果がある可能性が示された．

キーワード：歯科恐怖症，恐怖条件付け，強制運動
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明条件は12時間明暗サイクル（点灯午前7時，消灯午後7時）
とし，飼料は自由摂取とした．全てのラットにおいて飲水
制限（脱イオン水，30分/日）を行った．

２）強制運動
　強制歩行運動は，Rat Forced Exercise Walking Wheel 
System（Lafayette Instrument社製）を用いて行った．運
動がラットの恐怖記憶にどのような影響を及ぼすかを調べ
るために，運動群（ｎ＝8）と非運動群（ｎ＝7）の2群に
分けて実験を行った．5日間の強制歩行運動トレーニング
（回転速度9m /分）を行い，10分間継続して歩行できる
ものを運動群，できないものを非運動群とした．その後2
～5週の各群の運動スケジュールを以下に示す．
運 動 群：�1週間毎に回転速度を1m/分ずつ上昇させ，12

～15 m/分，60分/日，5日/週で4週間，強制運
動を行った．運動後は飼育ケージへ戻し飲水さ
せた8）．

非運動群：�回転運動をさせていない回転ケージ内に10分間
入れた後，飼育ケージに戻し飲水させた．

３）恐怖条件付け
　運動群，非運動群の運動スケジュールが終了した6週目
に，以下の方法で恐怖条件付けを行った．オペラントケー
ジ（Medical Agent社製，32.5×32×35 cm）の床に設置さ
れた，10 mm間隔の金属棒（直径3 mm）に，スクランブ
ル方式で電流を流すことにより，ラットの足底に，電気
ショック（2.5 mA，29秒間）を与え，これを無条件刺激
とした．条件刺激としてブザー音（30秒間）を用い，無条
件刺激開始の1秒前から無条件刺激終了まで与えた．その
後，30秒間無音，無刺激の間隔をおき，上述と同様の刺激
を再度行った．これを5回（合計5分間）繰り返し行った9）．
運動群は恐怖条件付け後に強制運動（15 m/分，60分間）
を行わせた後に飼育ケージに戻し飲水させた．非運動群は
強制運動させずに回転ケージへの移動のみ行い飼育ケージ
に戻し，飲水させた．

４）すくみ行動試験
　恐怖条件付け学習の獲得について評価するために，すく
み行動（freezing）の解析（すくみ行動試験）を以下の方
法により行った．ラットをオペラントケージに入れ，条件
刺激（ブザー音，30秒間を30秒間隔で）を計5回与え，ラッ
トの行動をビデオカメラにて撮影した．その後ビデオ映像
から目視にて，ラットがすくみ行動をおこしている時間を
5秒間毎（合計60ブロック）で計測した．ラットは通常睡
眠以外の行動は摂食と飲水が40％近くを占めるが，実はグ
ルーミングと呼ばれる洗顔や尾の手入れなどの毛づくろい
行動も同じく40％近く行っている10）．しかし，恐怖を感
じた場合は毛づくろい行動を止めすくみ行動と呼ばれる，

うずくまって動かなくなる行動をとることがある．本研究
におけるすくみ行動の基準は，ラットがその様な毛づくろ
い行動などを起こさず，呼吸のみ行っている状態とした．
すくみ行動試験は1日1回，4日間行った．

５）高架式十字迷路試験（Elevated plus maze test）
　ラットの不安度を測定するために高架式十字迷路試験を
行った．高架式十字迷路装置は，地上より110 cmの高さ
に設置された十字に交差する架橋からなり，架橋の幅は
10 cm，長さ120 cmでありラットは自由に走行可能となっ
ている．架橋の一つは高さ30 cmのアクリル壁に囲まれた
走行路（クローズアーム）であり，もう一つの架橋は壁の
ない走行路（オープンアーム）となっている．
　動物は不安が増強しているほど，ストレスを強く感じる
オープンアームの探索行動は行わず，クローズアームへ滞
在する時間が長くなる傾向がみられる11）．
　恐怖条件付け24時間後，ラットをアームが交叉する中央
部に設置した後5分間，ビデオカメラにて撮影し目視にて
評価した．アームへの滞在時間は，ラットの体部前半分が
アーム内に進入してから半分が外に出た時点までとした．
オープンアーム滞在時間をOt（秒）とし，クローズアー
ム滞在時間をCt（秒）として，ラットのオープンアーム
滞在時間の割合（（Ot/Ot＋Ct）×100：％）とクローズアー
ム滞在時間の割合（（Ct/Ot＋Ct）×100：％），オープン・
クローズアーム進入回数を算出した．

６）統計
　データは全て平均値±SEMで示した．Excelと統計ソフ
トRにてStudent′st-testを用いて統計学的解析を行い，有
意水準はいずれも5％以下とした．

結 果

　強制運動を行わせた場合の恐怖条件付けに対する行動変
化について合計15匹の実験動物のデータを解析に用いた．
すくみ行動試験1日目のすくみ行動率が極めて低いものお
よび全くすくみ行動を示さない5匹は，恐怖記憶の獲得が
不十分であると判断し，解析には含めなかった．
　図1に，運動群（ｎ＝5）と非運動群（ｎ＝5）における4
日間のすくみ行動の変化を示す．運動群のすくみ行動率の
平均値は，1日目，59.3±6.8，2日目，11.7±3.8，3日目，
0.3±0.3，4日目，0.3±0.3（％）であった（各試験日にお
いてｎ＝5）．非運動群（ｎ＝5）では，1日目，74.7±5.2，
2日目，42.7±5.1，3日目，22.7±7.9，4日目，12.3±9.5（％）
であった（各試験日においてｎ＝5）．4日間すべてにおい
て運動群のすくみ行動率の平均値は非運動群と比較してよ
り小さい値となった．統計学的には，2日目と3日目のすく
み行動試験において，非運動群と比較して運動群のすくみ
行動率の有意な低下が認められたが（P＜0.05），1日目と4
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日目のすくみ行動に関しては，有意差が見られなかった．
これらの結果から，運動群，非運動群ともに1日目におい
てはほぼ同程度の恐怖記憶の獲得がなされており，その後
の時間経過とともに差が生じたことを示している．
　次に，運動群のすくみ行動率が非運動群よりも有意に低
い値となった原因として，精神的不安度に違いがあるので
はないかと考え，これを調べるために高架式十字迷路試験
を用いてラットの不安度を評価した．
　運動群のオープンアーム滞在時間の割合は，79.1±
11.2％（ｎ＝5），非運動群は55.9±16.2％（ｎ＝5）であっ
た．クローズアーム滞在時間の割合は，運動群で20.9±
14.4％（ｎ＝5），非運動群で44.1±9.9％（ｎ＝5）であっ

た（図2Ａ）．図2Ｂには運動群と非運動群のオープンアー
ムとクローズアームの進入回数を示す．運動群のオープン
アーム進入率は6±2.1，非運動群は6.4±2.2（回）で，クロー
ズアーム進入回数は，運動群，6±3.4，非運動群，6±16.2
であった．これらの計測値において，運動群と非運動群の
間では，全ての項目において有意差は認められなかった．
この結果から，恐怖条件付け後の不安度については，運動
群と非運動群の間に差が無いことが示された．

考 察

　4日間すくみ行動試験を行った結果，1日目と4日目にお
いて運動群と非運動群の間に有意差は認めなかった．すく
み行動試験2日目と3日目において，非運動群よりも運動群
のすくみ行動が有意に減少したことにより，強制運動を負
荷したことで，恐怖記憶が減弱されたことが示唆された．
　すくみ行動試験1日目において，運動群と非運動群のす
くみ行動に差がないことから，運動群と非運動群はほぼ同
程度の恐怖記憶を獲得できたと考えられる．2日目と3日
目，4日目と回数を重ねていくにつれて，すくみ行動の減
少が見られる．このように何度も条件刺激のみ呈示してい
くと，条件反応が減少していく現象は「記憶消去」もしく

図１：実験スケジュール

図２：恐怖記憶に対する運動の影響
　運動群および非運動群ラットにおける恐怖条件付け後の
すくみ行動率（％）縦軸はすくみ行動率，横軸はすくみ行
動試験日による時間経過を表す．
運 動 群：�強制運動を行った群，
非運動群：強制運動を行わなかった群
平均値±SEM；
統計解析：Student's t-test ＊P＜0.05

図３：高架式十字迷路試験における強制運動の影響
Ａ　オープンアームとクローズアームの滞在時間（％）
　　縦軸は各アームの滞在時間の割合を示す．
Ｂ　オープンアームとクローズアームへの進入回数
　　縦軸は各アームへの進入回数を示す．
平均値±SEM；
統計解析：Student's t-test ＊P＜0.05
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は「条件反応の消去」と呼ばれている．Pavlovの犬の唾液
分泌実験においても，肉片を呈示せず条件刺激であるベル
をならし続けると，唾液分泌の増加が次第に観察されなく
なったということが示されており，そのメカニズムについ
ては多数の研究により幾つかの説が提唱されている12,13）．
それに基づき，本研究の結果について，1～4の説を考察し
た．
　１．馴化
　条件刺激により条件反応が誘発されても，条件刺激が繰
り返し提示されると刺激に馴れ，以前に学習した反応をし
なくなる現象は，馴化と呼ばれる．本研究結果を馴化の観
点から見ると，ブザー音に馴れて無視する学習が促進され
た可能性が考えられる14,15）．
　２．無条件刺激の低価値化
　一方，電気ショックに対する恐怖のイメージ（無条件刺
激）が希薄になっていく事も考えられる．ラットはブザー
音の後に電気ショックが起こった記憶は保持しているが，
ブザー音を繰り返し与えられ，その都度恐怖を感じている
うちに，電気ショックへの恐怖が馴化され減弱することで，
ブザー音に対してすくみ行動をとらなくなったといった解
釈も考えられる16）．
　３．連合の消失
　これらの説明とは別に，電気ショックの記憶や恐怖感の
消失ではなく，ブザー音と電気ショックの連合学習により
獲得された連合が消失していったとの説も存在する17,18）．
この場合，電気ショックが呈示されないことでブザーとの
連合関係が崩れる事により、連合が消失していくためすく
み行動がみられなくなったと考えられる。
　４．神経系の疲労
　さらに，反応が消失するのではなく神経系の疲労が原因
ではないかと考えた説もみられる．Hullによると，運動反
応を反復して遂行した際に神経系へ疲労が生じ，徐々に条
件反応を起こさなくなっていくと説明している19）．今回
の実験においてはブザー音と電気ショックの刺激や記憶，
連合関係は保存されているが，すくみ反応を起こす神経系
が強制運動を負荷することで，より疲労していったとも考
えられた．
　５．抑制連合
　このような疲労による反応抑制のメカニズムとは別の理
論もある．電気ショックとブザー音の連合関係が保存され
ている状態において，連合学習の神経を積極的に抑制する
ような神経回路が新たに形成されるという説である20,21）．
条件反応の消去後に一定期間を置き，再度条件刺激を行う
と条件反応が再び起こることを自然回復というが，上記の
抑制が期間をおくことにより減弱したと考えることでよく
説明ができることから，近年有力視されており，多くの研
究が進められている22）．
　4日目になると運動群，非運動群ともにすくみ行動がほ

とんど見られなくなることから，最終的には両者とも条件
反応はほとんど消失するものの，2日目と3日目において非
運動群よりも運動群のすくみ行動が有意に減少したことに
より，運動群の方がすくみ行動が減少する速度が速いこと
が示唆された．このことから，強制運動が何らかの影響を
及ぼしたと考えられる．以下に，運動における考察を記す．
　運動をすると交感神経活動が上昇し，心拍数や呼吸など
の自律的・持続的活動調節が行われる23）．自発的・強制
的運動を行うと脳内のセロトニン活性が変化し，前頭前野
や海馬等にBDNF（脳由来神経栄養因子）の増加などを認
めることが明らかにされている6,24-26）．恐怖反応で起こる
とされる行動は3F（fight flight freezing）に分類されるが，
強制運動を負荷したラットの回避行動（flight）が有意に
減少したという報告がある27）．その研究によると，強制
運動群では背側縫線核と青斑核におけるノルエピネフリン
濃度が上昇し，逆に海馬と扁桃体における5-HIAAの濃度
が，コントロール群と比較して30％以上も低い値となるこ
とが示されている．本研究の運動群に観察された恐怖記憶
の有意な減弱が生じたことと同じ方向の行動変化であり，
上述のような記憶の制御因子が関与している可能性が考え
られるが，今後それらの詳細を調べる必要がある．
　本研究においては，自発的運動ではなく強制的運動を用
いたが，運動量を一定に保つことができる点，同じ時間帯
で運動をさせることができる利点がある．ラットの意思に
関係なく運動が行われる強制運動は，自発的運動と比較し
てストレスマーカーであるヒートショックプロテイン
（Hsp72）の増加がみられるとの報告もあるが28），我々の
用いた方法では，ラットに負担の少ない低速度（9 m/分）
から運動負荷を開始し，徐々に速度を上げて適応させたた
め，脱糞や排尿頻度増加等のストレスサインは，馴れと共
に減少し，やがて自発的な回転ケージへの進入，走行中に
グルーミングを行うなどの行動が観察され，比較的ラット
にとってストレスの少ない実験条件であったと考えている．
　また，この時，運動・非運動の両群のラットに電気ショッ
クを与えたことにより非運動群だけがより強い精神的不安
を感じているような状態ではないことも明らかになった．
高架式十字迷路試験は，ラットが高所を嫌う性質を利用し
たもので，抗不安薬に対する薬効評価や，遺伝子改変動物
や疾患モデル動物の情動機能のテストとしても広く用いら
れている方法である29）．動物は本能的に好奇心に基づく
探索行動を行うが，高所といったストレスが負荷された際
に恐怖感が惹起され，不安関連行動の一つとして壁のない
オープンアームよりも壁のあるクローズアームの方を好む
傾向が見られる．今回の結果では，以前の同様の研究結果
と一致していたことからも，十字迷路試験の結果からも運
動群と非運動群のいずれにおいても，恐怖条件付けを行う
ことによって不安度は増強されていなかった事が示唆され
ている30）．
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結 論

　強制運動を負荷することにより，精神的不安が増強され
ない程度の恐怖記憶に対してそれを減弱する効果がある可
能性が示された．
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The effects of forced exercise on fear conditioning and memory

Yasuko Nojima1）, Yasutaka Yawaka1） and Makoto Funahashi2）

ABSTRACT : To clarify the effects of forced exercise on the conditioned fear, we performed behavioral experiments with 
rats. Rats were divided into the exercise group （forced walking using a motor-driven walking wheel system） and the 
control group （just stay in the walking wheel system without forced walking）. An operant conditioning chamber system 
was used to produce an electrical foot-shock （US: unconditioned stimulus） and a sound stimulus （CS: conditioned 
stimulus）. Rats received 10 presentations of a 30 sec buzzer （CS） and a 29 sec, 2.5 mA foot-shock （US）, at 30 sec 
intervals in the operant chamber. To evaluate the acquisition of conditioned fear memory we measured the period of the 
freezing behavior. In addition, the elevated plus-maze test was used to assess the anxiety level of the rats in each group. 
The exercise group showed a significant reduction in the rate of freezing behavior （11.7 ± 3.8% at day 2, n = 5; 0.3 ± 
0.3% at day 3, n = 5） as compared with the control group （42.7 ± 5.1% at day 2, n = 5; 22.7 ± 7.9% at day 3, n = 5）. In 
the elevated plus-maze test, no significant differences were detected in the anxiety level between the exercise group and 
the control group. This study suggests that forced exercise could contribute to attenuate the holding time of conditioned 
fear memory without having significant effects on the anxiety level.

Key Words : fear conditioning, conditioned memory, forced exercise, rats
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