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第 1 部 

線虫の学習に与える活性酸素の影響 

 

序論 

線虫 Caenorhabditis elegans（C. elegans）は、非寄生性の線形動物であり、本

来土壌に生息している。体長は 1mm ほどで、外観は透き通っているため、体内

部の構造も目視で観察することができる。寒天培地上にエサとなる大腸菌を塗

布することで土壌外での飼育も容易であり、20℃の飼育下では世代交代が 3 日

間と短く、多くの個体数を一度に扱うことが可能である。C. elegansの性別には

雌雄同体と雄があり、雄は 1000匹に 1匹の割合で存在するといわれる。体細胞

数はそれぞれで異なり、雌雄同体の成虫の体細胞は 959 個、雄の成虫の体細胞

は 1031個から成っている。体細胞数はヒトと比べて非常に尐ないが、神経、筋

肉、消化器官、生殖器官など動物としての基本的な構造を備えいる。また、302

個の神経細胞で構成される神経ネットワークの構造も全て明らかにされている。

ヒトの脳神経細胞が約 100億個から 1000億個であることに比べると、C. elegans

の神経細胞数は明らかに尐なく、神経ネットワークも非常に単純であるといえ

る。しかしながら、このわずかな神経細胞を駆使することで、味覚刺激や嗅覚

刺激、物理的刺激や温度刺激といった外部環境からの刺激を感知し、行動を発

現していることから、感覚受容から行動発現に至るまでの情報の流れはホ乳類

にも劣らず複雑である。線虫はゲノムの塩基配列もすべて明らかとなっている

ことから、行動を制御している神経基盤の解析や遺伝子レベルでの解析を行う

ことに適したモデル生物として広く利用されている。 

C. elegansは、頭部の左右それぞれに存在するアンフィド感覚器と呼ばれる 12
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種類の感覚ニューロンによって、1000 種類以上の化学物質を識別し、反応する

ことが知られている（桂、2000）。各感覚ニューロンの機能的役割は細胞破壊実

験により明らかにされており（Bargmann et al., 1993; Mori et al., 1995）、例えば、

AWA 感覚ニューロンはジアセチルやチアゾールといった揮発性の誘引物質、

ASE 感覚ニューロンはナトリウムイオンやリジンなど水溶性の誘引物質を感知

しており、化学走性に強く関与している。AFD感覚ニューロンは温度を感知し、

温度走性に、ASH 感覚ニューロンは化学物質や鼻先への触覚刺激に対する忌避

行動に関与している。アンフィド感覚ニューロンにより感知される様々な種類

の感覚情報は、いくつかの介在ニューロンによって統合され、運動ニューロン

に伝達されることで行動を発現すると考えられる。このような化学走性や温度

走性などの比較的単純な行動に加えて、線虫は、記憶や学習といった複雑な機

能も備えている。学習には、誘引物質と食物を関連付けて記憶するような、2つ

以上の刺激によって成立する連合学習と、連続した機械刺激に対する慣れのよ

うな、1種類の刺激によって成立する非連合学習が存在する。線虫はこれら両方

の学習を行うことが知られている。例えば、C. elegans は温度や NaCl とエサの

有無を結びつけて記憶や学習を行う(Tomioka et al., 2006; Wen et al., 1997)。線虫を

Naイオン、または Cl イオンの存在条件下でエサを与える訓練（条件付け）を行

った後、これらイオンが存在するエサのないプレートに置くと、より多くの線

虫が Naイオン、または Cl イオンに誘引され（古典的条件付けの成立）、この行

動は条件付け後 7 時間継続する。一方、Na イオンや Cl イオンと忌避物質の組

み合わせによる条件付けは、イオンに対する誘引反応を低下させる（連合学習

の成立）（Wen et al., 1997）。また、線虫は NaCl に対して誘引行動を示すが、NaCl

存在下において一定時間飢餓を経験させるとこの物質に対し忌避行動を示すよ

うになる（Saeki et al., 2001）。これは NaCl と飢餓を関連付けた連合学習である。 
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線虫を飼育する上で、飼育温度は線虫の寿命に強く影響する環境要因の 1 つ

である。ほとんどの変温動物と同様に、線虫の寿命は飼育温度に対して反比例

であり、低温下（15°C）では長寿命に、高温下（25°C）では短寿命になる。低

い温度環境下での飼育は線虫の成長を遅らせ、高い温度環境下での飼育は速く

させる。低温で成長させた野生型線虫は長寿命変異体と同様に長寿となり、高

温で成長させた野生型線虫は短寿命変異体と同様に短命となることから、飼育

温度と線虫の寿命の関係はエネルギー代謝の増減に深く関わると考えられてい

る（Voorhies and Ward, 1999）。エネルギー代謝にはインスリンの作用が重要な役

割を担っており、全ての動物において共通である。インスリン様シグナル伝達

経路は線虫のエネルギー代謝に深く関わっており、寿命にも大きく影響してい

る。また、エネルギーを生成するミトコンドリア内の電子伝達系で発生する活

性酸素種も、線虫の寿命に関与することが知られている。Matsuura らは、線虫

の学習にインスリン様シグナルや活性酸素シグナルが影響している可能性を報

告している（Matsuura et al., 2009）。これまでに、学習過程におけるインスリン

シグナル系の関与は報告されているが、活性酸素の影響についてはほとんど明

らかになっていない。 

本研究では、揮発性物質ジアセチルを使用し、線虫のジアセチルに対する順

応について解析を行った。揮発性物質ジアセチルは、線虫がエサである大腸菌

を摂取し、分解される際にわずかに放出される揮発性物質である。これまでの

研究で、野生型線虫は 0.1%のジアセチルに対して最も強い誘引反応を示すこと

が明らかにされており（Matsuura et al., 2004）、0.1%ジアセチルに 120分間さら

された線虫は、この物質に対する誘引行動が低下し、ジアセチルに対する順応

が誘発される。ジアセチル順応は学習の一種である。線虫の学習における活性

酸素の影響について調査するため、ミトコンドリア由来のエネルギー代謝に関
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わる変異体や抗酸化剤を用いて、第 1 章では、線虫におけるジアセチル順応の

保持時間に対する活性酸素の影響について、第 2 章では、線虫の順応獲得時期

に関わる活性酸素の影響について解析を行った。 

 

使用した動物と実験準備 

（1）線虫と飼育 

線虫C. elegansの野生型Bristol N2株と、isp-1(qm150)、clk-1(qm30)、gas-1(fc21)、

mev-1(kn1)、daf-2(m577)、daf-2(e1370)、daf-16(mu86)変異体はミネソタ大学

Caenorhabiditis Genetic Center から取り寄せ、当研究室において継代飼育したも

のを使用した。飼育培地には、エサとなる大腸菌（OP50 株）を十分に繁殖させ

た Nematode Growth Medium（NGM）プレートを使用し（（2）参照）、20°C のイ

ンキュベーター（Fukushima、FMU-133 I）で飼育および繁殖を行った。個体数

の増加による餌不足など飼育環境の悪化を防ぐため、NGM プレートへの植え継

ぎは 3、4日毎に行った。 

 線虫の成長段階の違いは行動実験に影響を及ぼす。実験は線虫の成長段階を

揃えて行った。多くの個体数を同時期に得るため、卵をもった産卵期の成虫を

50匹ほど選抜し、新しい NGM プレートに移動させ、野生型線虫、isp-1変異体、

clk-1変異体の場合は 25°C のインキュベーター内で 3時間産卵させた。活性酸素

の受容レベルが高い gas-1変異体とmev-1変異体は酸化ストレス受容を軽減させ

るため、20°C のインキュベーター内に 3 時間置き、産卵させた。その後、全て

の成虫を取り除き、NGM プレート上には卵のみが存在する状態にした。この

NGM プレートを 20°C のインキュベーターに置き、ヤングアダルト（YA）期ま

で飼育した。野生型線虫は約 75時間で YA期に成長する（Matsuura et al., 2004）。

変異体線虫の YA期までの成長は野生型線虫と比べて 1日ほど遅く、目視におい
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て成長段階を判別した。YA 期の前には、幼虫期の最後の段階となる L4 期があ

る。L4 期の線虫の体には三日月形の特徴的な構造があり、YA になると消える

ため、目視による成長段階の判別が可能である。なお、線虫を掬い取る際には、

ガラス管の先端に尖った白金線を取り付けたピッカーを用いており、白金線は

線虫を掬い取る前にライターで滅菌を行った。 

 

（2）NGMプレート 

線虫の飼育培地である NGM プレートの作成方法は次の通りである。密封した

容器に H2O（蒸留水）975ml を入れ、NaCl 3g、polypeptone 2.5g、agar 17gを攪拌

しながらアガー溶液を作成した。この作業は容器内に空気中のホコリなどが入

らないよう手早く行った。その後、アルミホイルで容器を覆い、120°C のオート

クレーブ（IWAKI、ACV-3167）で 120 分間の加圧滅菌を行った。滅菌後、50～

60°C に設定したウォーターバス（IWAKI、THB-3N）に容器を移し、アガー溶液

の凝固を防ぐために保温した。アガー溶液を攪拌しながら、コレステロール

（5mg/ml in EtOH）1ml、1M CaCl2 1ml、1M MgSO4 1ml、1M KH2PO4–KOH（pH6.0）

25ml をこの順序で加えた。十分に攪拌を行った後、直径 6cm のディッシュに約

5ml ずつ注ぎ、UV 照射下で約 12 時間放置した。その後、固まった寒天プレー

トへ大腸菌を塗布した。エサとなる大腸菌（OP50 株）は、寒天プレートに塗布

する前日から、37°C のインキュベーター（Asone、EI-300B）内において LB 培

地で培養したものである。大腸菌を塗布した NGM プレートは 20°C の室温で一

晩乾燥させた後、4°C の冷蔵庫に保管した。 

 

（3）α-LAを含む NGMプレート 

 α-リポ酸（LA; Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA）25mg をジメチルス



10 

 

ルホキシド 1ml に溶かし溶液を作成した。NGM プレート内の最終的な α-LA 濃

度が 0.05%となるよう、ディッシュに注ぐ際に α-LA溶液 100μlとNGM溶液 5ml

を混合させた。約 12 時間後に NGM プレートの作成と同様の方法で前日から培

養した大腸菌を塗布し（（2）参照）、一晩乾燥させた後 4°C の冷蔵庫で保管した。

α-LA 濃度については Murakami らによって報告されたものを参考とした

（Murakami and Murakami, 2005）。 

 

（4）実験プレート 

実験プレートは実験を行う前日に作成した。H2O（蒸留水） 99.3mlと agar 1.7g

をメスフラスコに加え、ラップで覆った後、電子レンジで加熱処理を行った。

加熱後はメスフラスコ内を 50～60°C に設定したウォーターバス（IWAKI、

THB-3B）に入れ保温した。攪拌しながら 1M CaCl2 0.1ml、1M MgSO4 0.1ml、1M 

KH2PO4–KOH（pH 6.0）0.5ml をこの順で加えた。直径 9cm のディッシュにアガ

ー溶液を 10ml ずつ分注し、誘引行動を観察する実験プレートとした。この分量

で約 8 枚分の実験プレートを作成できる。運動量測定用の観察プレートは、直

径 6cm のディッシュに前述のアガー溶液を 5ml ずつ分注した。いずれのプレー

トも 30分間乾燥させ、20°C の室温で保管した。これらのプレートには大腸菌の

ようなエサとなる物質は含まれていない。誘引行動の観察に用いる実験プレー

トにはあらかじめ 4 点が印されており、それぞれを A、B、C、D 点とした。各

点の間隔は 2.8cm であり、各点の周囲 1cm をそれぞれ A、B、C、D領域と定め

た（実験プレート図）。 
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実験プレート図 A及びB点にはアジ化ナトリウムを、B点にはジアセチルを滴下した。

それぞれの点の間隔は 2.8cm とし、各点の周囲 1cm をそれぞれ A、B、C、D 領域とし

た。C及び D領域は線虫の行動開始領域とした。 

 

 

（5）実験に使用する線虫の洗浄 

NGM プレート上の線虫の体表にはエサである大腸菌が付着している。そのた

め、NGM プレートから実験プレートや条件付け用プレート、条件付け後に飼育

するための NGM プレートに線虫を移す際には、洗浄作業を行う必要がある。洗

浄液（H2O 990ml、1M KH2PO4-KOH（pH6.0）0.5ml、1/100 Tween20 0.5ml、1M CaCl2 

0.1ml、1M MgSO4 0.1ml）を NGM プレートに 1ml 滴下し、線虫を含んだ状態の

洗浄液を 15ml の遠心管に移した。その後約 9ml の洗浄液を加え、遠心分離

（2000rpm、20sec）を行った。線虫が底に溜まっていることを確認し、上澄み液

を取り除き、新たな洗浄液を遠心管に加えた。この作業を 3 回繰り返すことで

線虫の体表に付着した大腸菌を十分に取り除くことができる。洗浄作業後、マ

イクロピペットを用いて遠心管の底に集められた線虫を 3μlずつ吸い取り、実験

プレートや条件付け用プレート、条件付け後に飼育するための NGM プレートに

移動させた。NGM プレートに線虫を移動させる場合には大腸菌が塗布されてい

ない部分に線虫を含んだ洗浄液を滴下した。 
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第 1 章 

線虫のジアセチル順応の持続時間に与える 

活性酸素の影響 

 

1．背景 

誘引性物質であるジアセチルに 120 分間さらされた線虫は、同濃度のジアセ

チルに対して誘引行動が低下し、ジアセチルへの順応を示すことが明らかにさ

れている（Matsuura et al., 2004）。ジアセチルを経験させてから数時間経った後

でも、この物質に対する誘引行動の低下がみられ、この順応の持続時間は飼育

温度の上昇にともなって延長することが報告されている（Matsuura et al., 2009）。

具体的には、15°C で飼育した場合のジアセチルに対する順応の持続時間は 2 時

間未満、20°C で飼育した場合では 6 時間程度、25°C で飼育した場合は 12 時間

程度であり、ジアセチル順応の持続には酸化ストレスに関与する活性酸素の影

響が考えられている（Matsuura et al., 2009）。これまでに、学習過程におけるイ

ンスリンシグナル系の関与は報告されているが、活性酸素の影響については調

査されていない。そこで、本研究では活性酸素発生レベルの異なる isp-1、clk-1、

gas-1、mev-1変異体の 4種類を用いて、ジアセチルに対する順応の持続時間に与

える活性酸素の影響について調査した。活性酸素の発生レベルが低く、長寿命

の isp-1 変異体はミトコンドリア電子伝達系の複合体 III に関する遺伝子が変異

している変異体である（Feng et al., 2001）。clk-1 変異体はコエンザイム Q 合成酵

素をコードする遺伝子が変異しており、ATP を産生する上で重要な酸化的リン

酸化反応が抑制されることで活性酸素の産生も抑制されている（Kayser et al., 

2004b; Larsen and Clarke, 2002）。活性酸素発生レベルが高い短寿命の gas-1変異
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体 と mev-1 変異体はそれぞれ、ミトコンドリア電子伝達系の複合体 I、II に変

異をもち、活性酸素の生成が亢進している変異体である（Honda et al., 1993; Ishii 

et al., 1998; Kayser et al., 2004a; Senoo et al., 2001）。さらに、本研究では、抗酸化

剤である α-リポ酸（LA）を用いて、成長速度とジアセチルに対する順応の関連

性や順応時における運動量についても解析を行った。 

 

2. 実験方法 

2-1．ジアセチルの条件付け 

発育段階の違いによる行動への影響を最小限にするため、実験では線虫の成

長段階を揃え、ジアセチルの条件付けには YA期まで成長した虫を用いた。線虫

に対するジアセチル順応誘発のため、条件付け用の寒天プレート（直径 9cm）

上に洗浄作業を行った線虫を置き、プレートのフタの内側 5 箇所に 0.1%ジアセ

チルを 1.5μl を滴下してフタをし、120 分間放置した。ジアセチルは 99.5%エタ

ノールで希釈を行った。条件付けと同時に、フタの内側にジアセチルを置かず

に 120分間放置した線虫をコントロールとした。 

 

2-2．条件付け後実験までの飼育 

0.1%ジアセチルの条件付けを 120 分間行った後、線虫の存在する寒天プレー

トに洗浄液を 2ml 滴下し、線虫を含んだ洗浄液を 15ml の遠心管に移した。約 8ml

の洗浄液を加え、遠心分離（500rpm、90sec）を行った。ジアセチルの条件付け

ではプレート内にエサである大腸菌が塗布されていないため、洗浄作業は 1 回

だけ行った。その後 NGM プレートに移し、15°C、20°C、25°C のインキュベー

ター内において 2、6、12、18時間飼育した（図 1）。結果で報告している 0時間

は、条件付け後の洗浄作業後、すぐに実験を行ったことを示している。 
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ジアセチル順応に与える抗酸化剤 α-LAおよび酸化剤 PQの影響を調べるため

の実験では、条件付け後の線虫の洗浄後、0.05% α-LA または様々な濃度の PQ

を含む NGM プレート上に移し、α-LA の場合は 20°C のインキュベーターで 2、

6 時間、25°C のインキュベーターで 6、12 時間飼育した。PQ の場合は、15°C、

20°C、25°C のインキュベーター内において 2、6、12時間飼育した。 

 

2-3．誘引反応の実験 

各温度でそれぞれの時間経過後、遠心分離（500rpm、90sec）を 2 回行い、線

虫の体表に付着したバクテリアを取り除いた。マイクロピペットを用いて遠心

管の底集められた線虫を 3μl ずつ吸い取り、実験プレートの C、D 領域に約 15

～20個体の線虫を置いた。Aおよび B点には 0.5M アジ化ナトリウム 1.0μlを滴

下し、さらに B 点には 0.1%ジアセチル 1.5μlを実験直前に滴下した（図 1）。ジ

アセチルを滴下した時を 0 分として、実験プレート上の各領域内の線虫の個体

数と、それ以外に存在する線虫の個体数を目視により 10 分間隔で 60 分間カウ

ントし、さらにその 30 分後（実験開始 90 分後）にカウントを行い線虫の誘引

行動を評価した。0.1%ジアセチルに対する誘引行動は実体顕微鏡（OLYMPUS 

SZ40）下で観察した。 

 

2-4．線虫の運動量の測定 

ジアセチルの条件付けが終了した線虫をそれぞれの条件下で飼育し、洗浄作

業を行った。その後、遠心管の底に集められた線虫を 3μlずつ吸い取り、大腸菌

を塗布していない寒天プレートに移動させた。キムワイプを用いて洗浄液を吸

い取り線虫を散らした後、ピッカーで線虫を一匹掬い取り、運動量計測用の実

験プレート 5 枚に 1 匹ずつ移した。運動量は線虫のサインカーブとオメガター
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ンの回数を 10 秒間カウントすることで求めた。1 つ目のプレート上に存在する

線虫の運動量をカウントした後、次のプレートと交換し、同様に 10秒間の運動

量をカウントした。この作業を繰り返し、5 プレート目のカウントが終了後、再

び 1プレート目からカウントを始めた。線虫をプレートに置いた直後と、以降 1

分毎の運動量を 5 分間（計 6 回）カウントし、その平均値を各線虫の運動量と

して算出した。実験は全て 20°C の温度下で実行しており、実験中のプレートへ

の衝撃や、プレートのフタの開閉による線虫への刺激を避けるため、計測中は

静かに取り扱った。 

 

2-5．データ解析 

 解析はコンピュータソフト Microsoft Excel にデータを入力して行った。実験

開始0分から10分毎におけるA、B、C、D各領域内にいる個体数と領域外（Other）

の個体数を各時間で分けて入力し、それぞれの時間ごとの誘引率を算出した。

誘引反応の評価には、Chemotaxis index（Bargmann et al., 1993）または Fraction of 

animals（Matsuura et al., 2004）を用いた。ジアセチルに対する誘引率（Chemotaxis 

index : C.I.）は、（B領域の個体数 － A領域の個体数）/ 全個体数 より求めた

（(B-A)/Total）。Fraction of animals は、C および D領域の個体数 / 全個体数、領

域外に存在する個体数 / 全個体数 によって算出し、それぞれを行動開始領域に

存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、および各領域外に存在する線虫の割合

（Other/Total）とした。 

運動量の解析ではサインカーブとオメガターンの回数を入力した。プレート

ごとの運動量の平均回数を計算後、全プレートの運動量の平均回数を算出した。

平均回数を 3 倍することで、30 秒間の運動量とした。本文中の値は、平均値±

SEを示している。有意差の検定には t-test を用いた。 
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図 1．実験のプロトコル ジアセチルを均一にした条件付けプレート上に線虫をおき

（Pre-exposed nematodes）、120分間放置した後、野生型線虫および変異型線虫をエサの

存在する NGM プレート上に置き、15°C、20°C、25°Cの温度条件下で 2、6、12、18 時

間飼育した。その後、実験プレート上で、0.1%ジアセチルに対する誘引行動を 90 分間

解析した。ジアセチルを経験していない線虫をコントロールとして用いた。 
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3．結果 

3-1．野生型線虫のジアセチルに対する順応の持続時間 

これまでの研究で、野生型線虫のジアセチルに対する順応の持続時間は、ジ

アセチルに対する条件付けの後の飼育温度に比例して延長することが明らかと

なっている（Matsuura et al., 2009、菅野、2008）。Matsuuraらの研究では、線虫

の自由行動中の反応を調べる目的で実験をデザインしているため、本実験で使

用する麻酔効果のあるアジ化ナトリウムは使用されていない。アジ化ナトリウ

ムは線虫の順応研究で一般的に使用されおり、本実験では線虫の誘引行動を解

析するため、ジアセチルの存在領域（図 1 の B 領域）またはコントロール領域

（図 1 の A 領域）に移動した個体数を正確にカウントする目的で用いた。ここ

では、ジアセチルの条件付け後の飼育温度が、線虫のジアセチル順応の持続時

間にどのような影響を与えるかについて解析を行った。 

 

3-1-1．条件付け直後の反応 

20°C の温度下において 0.1%ジアセチルの条件付けを 120 分間行った直後（0

時間）の野生型線虫のジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）は、実験直後か

らジアセチル経験個体がコントロール個体よりもわずかに低い値を示し、実験

開始 90分後においては有意な差が認められた（P < 0.05、図 2a）。90分後の誘引

率はコントロール個体で 0.64±0.03、ジアセチルを経験した個体群で 0.53±0.04

であった。行動開始領域に存在する割合（(C+D)/Total）はどちらも同程度の低

下を示し、有意差は確認されなかった（図 2b）。領域外（Other/Total）に存在す

る割合は、どちらの個体群も 10分後において最大値を示しており、両者間に有

意差は認められなかった（図 2c）。 
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3-1-2．飼育温度別の反応 

（1）15°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルの条件付けは 20°C の温度条件下で行った。野生型線虫の条件

付け後の飼育を 15°C で行った場合、2 時間の飼育後、ジアセチルに対する誘引

率はジアセチル経験個体がコントロール個体よりもわずかに高い値を示してい

たが有意差は認められなかった（図 3a）。90 分後の誘引率はコントロール個体

で 0.61±0.04、ジアセチル経験個体で 0.61±0.04 であった。行動開始領域に存在

する割合は、実験開始からコントロールの割合がわずかに高い値を示したが、

有意差は確認されなかった（図 3b）。また、領域外領域に存在する割合はどちら

の個体群も実験開始 10 分に最大値を示しており、実験開始直後から線虫が移動

を始めていることがわかる（図 3c）。 

 

（2）20°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

 0.1%ジアセチルの条件付け後、20°C の温度条件下で 2 時間飼育したジアセチ

ル経験個体のジアセチルへの誘引率は、実験開始 30分以後からコントロール個

体よりも有意に低い値を示し、90 分後ではコントロール個体で 0.87±0.03、ジ

アセチル経験個体で 0.69±0.05を示した（P < 0.01、図 4a）。行動開始領域に存

在する割合は、実験開始 30分以降においてジアセチル経験個体がコントロール

個体よりも高い値を示した（P < 0.05、図 4b）。実験開始 40分以降はどちらの個

体群も行動開始領域に存在する線虫の割合が 0.1 以下を示しており、ほとんどの

線虫が行動開始領域から移動したことがわかる。領域外に存在する割合は、実

験開始からジアセチル経験個体の割合が高い値を示し、10分と 40～90分後では

有意な差が確認された（P < 0.01、図 4c）。 

ジアセチル条件付け後、20°C で 6 時間飼育した場合では、コントロール個体
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と比較し、ジアセチル経験個体が実験開始 10分以降から有意に低い値を示した

（P < 0.01、図 4d）。90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.91±0.01、ジアセ

チル経験個体で 0.84±0.02 であった。行動開始領域に存在する割合は、実験開

始からジアセチルを経験した個体の割合が上回っており、30 以後からは有意な

差が認められた（P < 0.05、図 4e）。実験開始 30 分以降の行動開始領域に存在す

る割合はどちらの個体群も 0.1以下であり、ほとんどの線虫が移動している。領

域外に存在する割合は、ジアセチル経験個体がコントロールの割合よりも実験

開始から上回り、どちらの線虫も 10 分後に最大値を示した（図 4f）。20 分以降

からは両者間で有意差が認められた（P < 0.01）。 

 0.1%ジアセチル条件付け後、20°C で 12時間飼育したジアセチル経験個体の誘

引率は、コントロール個体と比較してわずかに高い値を示しており、実験開始

10分、20分後においては有意な増加が確認されたが（P < 0.01）、30分以降は有

意差が認められなかった。90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.81±0.04、

ジアセチル経験個体で 0.82±0.04を示した（図 4g）。行動開始領域に存在する割

合はコントロール個体がわずかに上回り、実験開始 10分後で有意な差が確認さ

れた（P < 0.05）。20分以降は同傾向の低下を示し、実験開始 30分後以降でどち

らの個体群も 0.1以下の割合を示した（図 4h）。領域外に存在する割合について

も、コントロールが高い値を示し、10分、20分後においては有意差が確認され

た（P < 0.01、図 4i）。 

 

（3）25°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルに対する条件付け後、25°C の温度条件で 12時間飼育した野生

型線虫のジアセチル経験個体のジアセチルに対する誘引率は、実験中を通して

コントロール個体よりも低い値を示し、実験開始 90分後では有意な差が認めら
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れた（図 5a）。90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.87±0.02、 ジアセチル

経験個体で 0.79±0.03 であった（P < 0.01）。行動開始領域に存在する割合および

領域外に存在する割合は、ジアセチル経験個体とコントロール個体どちらも同

程度の値を示し、有意差は認められなかった（図 5b、c）。 

条件付け後に 25°C で 18 時間飼育した場合では、両個体群の誘引率に有意な

差は確認されなかった（図 5d）。90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.83±

0.03、ジアセチル経験個体で 0.79±0.05であった。行動開始領域に存在する割合

は、どちらの個体も実験開始 10 分後で 0.1 以下を示した（図 5e）。ジアセチル

を経験した個体の行動開始領域に存在する割合はコントロール個体よりもわず

かに高い値を示しており、実験開始後 40～60 分で有意差が確認された（P < 0.05、

図 5e）。領域外に存在する割合は、両個体とも 10 分後に最大値を示し、ジアセ

チル経験個体の割合が高い値を示したが有意差は確認されなかった（図 5f）。 

 

3-1-3．野生型線虫のジアセチルに対する順応持続時間のまとめ 

実験開始後 90分において、ジアセチル経験個体の誘引率がジアセチルを経験

しなかったコントロール個体よりも有意に低い値を示したのは、15°C の飼育で

は 2 時間未満、20°C の温度条件で 6 時間、25°C の温度条件では 12 時間であっ

た（図 6）。ジアセチルの条件付け後、15°Cの飼育温度ではジアセチル順応の持

続時間が 2 時間未満、20°C では 6 時間程度、25°C では 12 時間程度であると考

えられる。本結果は麻酔効果のあるアジ化ナトリウムを刺激領域（図 2 の B 領

域）、コントロール領域（図 2の A領域）に使用した場合のものであるが、Matsuura

らによって報告されたアジ化ナトリウムを使用していない場合の結果と同様の

傾向が確認された（Matsuura at al., 2009）。 
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図 2．0.1%ジアセチル経験直後（0時間）の野生型線虫のジアセチル誘引反応 ジアセ

チル領域に存在する線虫の割合（a）、行動開始領域に存在する線虫の割合（b）、領域外

に存在する線虫の割合（c）の時間ごとの反応率を示している。白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群を示す。ジアセチルに対する条件付け直後に行った実験では、

ジアセチルを経験した野生型線虫の誘引率は、コントロール個体と比較して、実験開始

90 分で有意に低下した。n=23。*：P < 0.05。 

 

 

 

 

 

図 3．0.1%ジアセチル経験後、15°C で 2 時間飼育した野生型線虫のジアセチルに対す

る誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（a）、行動開始領域に存在する線虫

の割合（b）、領域外に存在する線虫の割合（c）の時間ごとの反応率を示している。白

はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。ジアセチルを経験した野生型線

虫の誘引率は、コントロールと比較して有意な差は認められなかった。コントロール

n=29、ジアセチル経験個体 n=28。 
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図 4．0.1%ジアセチル経験後、20°C で飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示している。a～c は条件付け後 20°C で 2 時間、d～f は 6 時間、g～i は 12 時間

飼育した線虫である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。ジアセ

チル経験個体の誘引率の有意な低下は 6時間の飼育後の実験で確認される。2時間：コ

ントロール n=18、ジアセチル経験個体 n=19。6時間：n=31。12時間：n=20。*：P < 0.05、

**：P < 0.01、***：P < 0.001。 

 

 



23 

 

 

 

 

 

図 5．0.1%ジアセチル経験後、25°C で飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示している。a～cは条件付け後 25°Cで 12時間、d～fは 18時間飼育した線虫の

経時変化を示している。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。25°C

で飼育した場合のジアセチル経験個体の誘引率の有意な低下が 12 時間の飼育後におい

て確認された。12 時間：n=43。18時間：n=24。*：P < 0.05。 
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図 6．ジアセチル経験後、15°C、20°C、25°C で飼育した野生型線虫のジアセチルに対

する誘引率 白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90 分の誘

引率の値を示している。横軸はジアセチル条件付け後の飼育時間を示す。0は条件付け

直後に行った実験の結果である。ジアセチルを経験した野生型線虫のジアセチル順応の

持続時間は、条件付け後、15°C では 2 時間未満、20°C では 6 時間程度、25°C では 12

時間程度であることが明らかとなった。*：P < 0.05、**：P < 0.01。Nishino et al., 2013

より引用改変。 
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3-2．活性酸素発生レベルの低い変異体線虫の順応持続時間 

野生型線虫をジアセチル経験後に 15°C、20°C、25°C 飼育すると、0.1%ジアセ

チルに対する嗅覚順応の持続時間が飼育温度に比例して延長することが確認さ

れた。飼育温度の上昇は線虫の成長速度を加速させる。線虫の成長速度にはイ

ンスリン様シグナルや酸化ストレスに関与する活性酸素の影響が考えられる。

ジアセチル順応における活性酸素の影響について調査するため、活性酸素の発

生レベルが異なる変異体を用いて 0.1%ジアセチルに対する順応の持続時間を解

析した。ここでは、活性酸素発生レベルの低い isp-1 変異体と clk-1 変異体を使

用した。ジアセチル条件付けの時間経過後、あらかじめ 0.1%ジアセチルを経験

した個体と、経験していないコントロール個体を 15°C、20°C、25°C の温度条件

下で 2 時間、6 時間、12 時間、18 時間飼育し、その後のジアセチルに対する誘

引反応を比較した。isp-1変異体、clk-1変異体はそれぞれミトコンドリア内、細

胞内の活性酸素の産生を抑制しており（Hekimi and Guarente, 2003）、長寿命の変

異体として知られる。 

 

3-2-1．条件付け直後の反応 

isp-1は電子伝達系の複合体 IIIにコードされており、変異体は酸素消費量が低

下した長寿命変異体である（Feng et al., 2001）。0.1%ジアセチルに対する条件付

け直後（0 時間）の isp-1 変異体のジアセチルの対する誘引率は、実験開始から

ジアセチル経験個体が有意に低い値を示した（図 7a）。90 分後の誘引率はコン

トロール個体で 0.82±0.02、ジアセチル経験個体で 0.73±0.03であった（P < 0.05）。

行動開始領域に存在する割合は実験開始 10 分から 30 分において、ジアセチル

経験個体が有意に高い値を示した（P < 0.05、図 7b）。実験開始 40分以降の両者

の割合は 0.1 以下となり、ほとんどの線虫が移動したことを意味する（図 7b）。
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領域外に存在する割合は、実験開始 20分以降にジアセチル経験個体がコントロ

ール個体よりも上回っており、60分後においては有意差が認められた（図 7c）。  

 clk-1 変異体は電子伝達系を通じた活性酸素種の発生低下がみられる長寿命変

異体である（Larsen and Clarke, 2002）。条件付け直後（0時間）の clk-1変異体の

ジアセチルに対する誘引率は、実験中を通してジアセチル経験個体がコントロ

ール個体よりも有意に低い値を示しており、90 分後の誘引率はコントロール個

体で 0.82±0.02、ジアセチル経験個体で 0.65±0.03 を示した（P < 0.001、図 7d）。

行動開始領域に存在する割合は実験中を通してジアセチル経験個体が有意に高

い値を示した（P < 0.05、図 7e）。領域外に存在する割合の最大値は、コントロ

ール個体が実験開始 10 分後、ジアセチル経験個体が 20 分後に最大値を示した

（図 7f）。20分以降からはジアセチル経験個体がコントロール個体よりもわずか

に上回り、実験開始 90 分後で有意差が認められた（P < 0.05、図 7f）。 

 

3-2-2．isp-1変異体の飼育温度別の反応 

（1）15°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルに対する条件付け後、15°C の温度条件下で 2 時間飼育した

isp-1 変異体のジアセチルを経験した個体群の誘引率は、コントロールと比較し

て実験開始 20～40分の間で有意に低い値を示したが、90分後においてはコント

ロール個体で 0.86±0.02、ジアセチル経験個体で 0.80±0.03を示し、有意な差は

確認されなかった（図 8a）。ジアセチル経験個体の行動開始領域に存在する割合

は、コントロール個体よりも高い値を示しており、20 分以降からは有意な差が

認められた（P < 0.05、図 8b）。このことから、ジアセチル経験個体はコントロ

ール個体と比較して行動開始領域から移動していないことがわかる。領域外に

存在する割合はどちらの個体群も実験開始 10分後に最大値を示した（図 8c）。 
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（2）20°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルに対する条件付け後、20°C で 2時間飼育した isp-1変異体のジ

アセチルの対する誘引率は、両個体群の間に有意な差は認められず、90 分後の

誘引率はコントロール個体で 0.77±0.04、ジアセチル経験個体で 0.77±0.04 を示

した（図 9a）。行動開始領域に存在する割合はどちらも実験開始 40分以後で 0.1

程度となり、ほとんどの個体が移動したことがわかる（図 9b）。領域外に存在す

る割合は、いずれの個体数も実験開始 10分に最大を記録し、両者間に有意な差

は確認されなかった（図 9c）。 

 

（3）25°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルに対する条件付け後、25°C で 2時間飼育した isp-1変異体のジ

アセチルの対する誘引率は、実験中を通してジアセチル経験個体が有意に低い

値を示した（図 10a）。90 分後の誘引率は、コントロールで 0.78±0.02、ジアセ

チル経験個体で 0.67±0.03であった（P < 0.01）。行動開始領域に存在する割合は、

実験開始 10分以降からジアセチル経験個体が有意に高い値を示し、実験開始 90

分後のコントロール個体の割合は 0.03±0.01、ジアセチル経験個体の割合は 0.09

±0.02 であったことから、コントロールと比較してあまり移動していないこと

が確認された（P < 0.01、図 10b）。領域外に存在する割合に有意な差は認められ

なかったが、コントロール個体では実験開始 10 分後、ジアセチル経験個体では

30分後に最大値を示した（図 10c）。 

ジアセチル条件付け後、25°C で 6 時間飼育した場合のジアセチル経験個体の

誘引率は、実験開始 20 分、30分後でコントロールよりも有意な低下が確認され

たが（P < 0.05）、40分以降有意差は認められず、90分後ではコントロールで 0.88
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±0.02、ジアセチル経験個体で 0.82±0.02 であった（図 10d）。行動開始領域に

存在する割合は、ジアセチル経験個体がコントロール個体よりも高い値を示し、

実験開始から 60分後の間で有意な差が認められたが（P < 0.05）、90分後では有

意差は認められなかった（図 10e）。また、領域外に存在する割合は、どちらも

実験開始 10分後に最大値を示した（図 10f）。  

 

3-2-3．clk-1変異体の飼育温度別の反応 

（1）15°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルに対する条件付けを行った後、15°C の温度条件下で 2 時間飼

育した clk-1変異体のジアセチルの対する誘引率は、実験開始からジアセチル経

験個体が有意に低い値を示した（図 11a）。90 分後の誘引率はコントロール個体

で 0.79±0.04、ジアセチル経験個体で 0.66±0.03 であった（P < 0.05）。行動開

始領域に存在する割合は、どちらの個体群も同様の低下傾向を示しており、実

験開始 40分後ではコントロール個体 が 0.04±0.01、ジアセチル経験個体が 0.08

±0.01 であった（図 11b）。領域外に存在する割合は、実験開始からジアセチル

経験個体が有意に高い値を示した（P < 0.001、図 11c）。 

ジアセチル条件付け後、15°C で 6 時間飼育した場合では、両個体群に有意な

差は認められず、90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.65±0.03、ジアセチ

ル経験個体で 0.66±0.04 であった（図 11d）。行動開始領域に存在する割合は、

どちらも同様の低下傾向を示しており、有意差は認められなかった（図 11e）。

領域外に存在する割合においても実験中を通して有意差は確認されなかった

（図 11f）。 
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（2）20°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

ジアセチル条件付け後、20°C で 2時間飼育した clk-1変異体のジアセチルの対

する誘引率は、実験中を通してジアセチル経験個体が有意に低い値を示した（図

12a）。90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.88±0.02、ジアセチル経験個体

で 0.80±0.02を示した（P < 0.01）。行動開始領域に存在する割合は、どちらの個

体群も実験開始 40 分以降に 0.1 以下の値を示し、ほとんどの線虫が移動したこ

とを示している（図 12b）。また、40分後まではジアセチル経験個体が有意に高

い値を示したが、50分以後は有意差が確認されなかった（図 12b）。領域外に存

在する割合はどちらも実験開始 10分で最大値を示し、実験中を通してジアセチ

ル経験個体がコントロール個体よりも有意に高い値を示した（P < 0.05、図 12c）。  

0.1%ジアセチルに対する条件付けの後、20°C で 6 時間飼育した場合では、実

験開始 10 分と 30 分でジアセチル経験個体がコントロール個体よりも有意に低

い値を示したが（P < 0.05）、それ以外では有意差は確認されなかった（図 12d）。

90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.71±0.04、ジアセチル経験個体で 0.70

±0.03 であった。行動開始領域に存在する割合は、ジアセチル経験個体が実験

開始 10分後に有意に高い値を示しており（P < 0.05）、移動の開始した個体がコ

ントロール個体よりも尐ないことを示したが、20 分以降からは有意差は確認さ

れなかった（図 12e）。領域外に存在する割合は、実験開始 30分後ジアセチル経

験個体が有意に高い値を示すが（P < 0.05）、それ以降で有意差は確認されなかっ

た（図 12f）。 

 

（3）25°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルの条件付け後、25°C の温度条件下で 2時間飼育した clk-1変異

体のジアセチル経験個体の誘引率は、計測中を通して有意に低い値を示し、90
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分後のコントロール個体では 0.85±0.02、ジアセチル経験個体では 0.75±0.02を

示した（P < 0.001、図 13a）。行動開始領域に存在する割合は、実験開始 50分ま

ではジアセチル経験個体が有意に高い値を示したが、それ以降では有意な差は

確認されなかった（図 13b）。また、領域外に存在する割合は、どちらの個体群

も実験開始 10分に最大値を示し、50分以後からはジアセチル経験個体がコント

ロール個体よりも有意に高い値を示した（P < 0.01、図 13c）。 

条件付け後、25°C で 6 時間飼育した場合、ジアセチル経験個体は実験開始か

らコントロール個体よりも有意に低い値を示した（図 13d）。90分後の誘引率は

コントロール個体で 0.93±0.01、ジアセチル経験個体で 0.88±0.02であった（P < 

0.05、図 13d）。行動開始領域に存在する割合は、実験中ジアセチル経験個体の

割合が有意に高い値を示した（図 13 e）。領域外に存在する割合はどちらも実験

開始 10分に最大値を示し、両個体群とも同程度の値を示した（図 13f）。 

25°C で 12時間飼育した場合のジアセチル経験個体の誘引率は、実験開始以降

40分後まで有意に低い値を示したが、50分以後は有意な差は確認されなかった。

90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.86±0.02、ジアセチル経験個体で 0.82

±0.03であった（図 13g）。行動開始領域に存在する割合は、実験開始 50 分後ま

ではジアセチル経験個体が有意に高い値を示したが、60 分以降は有意な差は確

認されなかった（図 13h）。領域外に存在する割合は、どちらも実験開始 10分後

に最大値を示した（図 13i）。 

 

3-2-4．活性酸素発生レベルの低い変異体線虫の順応持続時間のまとめ 

0.1%ジアセチルの条件付け後、各温度条件下での飼育後における活性酸素発

生レベルの低い変異体線虫のジアセチルに対する誘引率を解析し、実験開始 90

分後の誘引率をそれぞれ比較した。isp-1 変異体において、ジアセチル経験個体
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の誘引率がコントロール個体と比較して有意に低下したのは、20°C では条件付

け直後（0時間）、25°C では 2時間であった。なお、15°C では 2時間後において

も両者の誘引率に有意差は認められなかった。このことから、isp-1変異体の 0.1%

ジアセチルに対する順応の持続時間は、条件付け後 15°C と 20°C の飼育では 2

時間未満、25°Cの飼育においては約 2時間であることが示される（図 14、isp-1）。

clk-1変異体では 15°C、20°C では 2時間、25°C では 6時間であった。clk-1変異

体 0.1%ジアセチルに対する順応の持続時間は、ジアセチルの条件付け後、15°C

と 20°Cの飼育では 2時間程度、25°Cの飼育では約 6時間であると考えられる（図

14、clk-1）。さらに、活性酸素の発生レベルの低い変異体線虫は、20°C と 25°C

の温度で飼育した場合に、野生型線虫と比較して順応の持続時間が短縮するこ

とが明らかとなった（図 6、図 14）。 
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図 7．0.1%ジアセチル経験直後（0 時間）の isp-1、clk-1 変異体のジアセチルに対する

誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在

する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other / Total）の時間ご

との反応率を示している。a～c は isp-1 変異体、d～f は clk-1 変異体である。白はコン

トロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。活性酸素発生レベルの低い、長寿命変

異体の条件付け直後における誘引率は、ジアセチル経験個体がコントロールよりも有意

に低い値を示しており、ジアセチル順応の成立が確認された。isp-1：n=27、clk-1：n=22。

*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 8．0.1%ジアセチル経験後 15℃で 2時間飼育した isp-1変異体のジアセチルに対する

誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（a）、行動開始領域に存在する線虫の

割合（b）、領域外に存在する線虫の割合（c）の時間ごとの反応率を示している。白は

コントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。ジアセチル経験個体の誘引率はコ

ントロールと比較して低い値を示したが、90 分後において有意な低下は認められなか

った。コントロール n=29、ジアセチル経験個体 n=28。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 

 

 

 

 

図 9．0.1%ジアセチル経験後 20°C で 2 時間飼育した isp-1 変異体のジアセチルに対す

る誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（a）、行動開始領域に存在する線虫

の割合（b）、領域外に存在する線虫の割合（c）の時間ごとの反応率を示している。白

はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。実験中を通して、両個体群の誘

引率および行動開始領域に存在する割合、領域外に存在する割合に有意な差は確認され

なかった。n=23。 
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図 10．0.1%ジアセチル経験後 25°Cで飼育した isp-1変異体のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other / Total）の時間ごとの

反応率を示している。a～c は条件付け後 25°C で 2 時間、d～f は 6 時間飼育した isp-1

変異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。25°C の高温

で 2時間飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロールと比較し有意に低

下しており、ジアセチル順応が確認される。6時間飼育した場合、ジアセチル経験個体

の誘引率はコントロールよりもわずかに低い値を示すが、有意な差は確認されなかった。

2 時間：コントロール n=35、ジアセチル経験個体 n=40。6 時間：コントロール n=22、

ジアセチル経験個体 n=21。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 11．0.1%ジアセチル経験後 15°Cで飼育した clk-1変異体のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other / Total）の時間ごとの

反応率を示している。a～c は条件付け後 15°C で 2 時間、d～f は 6 時間飼育した clk-1

変異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。2時間飼育し

た場合、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロールと比較し有意に低い値を示してお

り、領域外に存在する個体の割合も有意に高い。6 時間飼育した場合では、両個体群に

有意な差は確認されなかった。2時間：コントロール n=21、ジアセチル経験個体 n=20。

6 時間：コントロール n=15、ジアセチル経験個体 n=12。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：

P < 0.001。 
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図 12．0.1%ジアセチル経験後 20°Cで飼育した clk-1変異体のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other / Total）の時間ごとの

反応率を示している。a～c は条件付け後 20°C で 2 時間、d～f は 6 時間飼育した clk-1

変異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。2時間飼育し

た場合のジアセチルに対する誘引反応は、ジアセチル経験個体がコントロールよりも有

意に低い値を示した。6 時間飼育した場合では、実験開始 40 分以降両個体群に有意差

は確認されなかった。2時間：コントロール n=25、ジアセチル経験個体 n=24。6 時間：

コントロール n=20、ジアセチル経験個体 n=20。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 13．0.1%ジアセチル経験後 25°Cで飼育した clk-1変異体のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other / Total）の時間ごとの

反応率を示している。a～c は条件付け後 25°Cで 2時間、d～fは 6時間飼育、g～i は 12

時間飼育したものを示す。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。6

時間飼育までは、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロールより有意に低く、ジアセ

チル順応が確認されたが、12 時間の飼育を行った場合では、有意差は確認されなかっ

た。2時間：コントロール n=28、ジアセチル経験個体 n=29。6時間：コントロール n=24、

ジアセチル経験個体 n=23。12時間：n=23。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 14．ジアセチル経験後、15°C、20°C、25°Cで飼育した isp-1変異体と clk-1変異体の

ジアセチルに対する誘引率 白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開

始後 90分の誘引率の値を示している。ジアセチルを経験した isp-1変異体のジアセチル

に対する順応の持続時間は条件付け後の飼育温度 15°C で 2 時間未満、20°C と 25°C で

は 2 時間程度であることが明らかとなった。clk-1 変異体の嗅覚順応の持続時間は 15°C

と 20°Cでは 2 時間程度、25°Cでは 6時間程度であった。*：P < 0.05、**：P < 0.01、

***：P < 0.001。Nishino et al., 2013 より引用改変。 
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3-3．活性酸素発生レベルの高い変異体線虫の順応持続時間 

次に活性酸素の発生レベルが高い gas-1変異体とmev-1変異体を用いて順応の

持続時間を解析した。gas-1遺伝子はミトコンドリア電子伝達系の呼吸鎖複合体

Iの 49 kDaのサブユニットを、mev-1遺伝子は複合体 IIのコハク酸脱水素酵素に

おけるシトクロム b をそれぞれコードしている。これらの変異体は野生型線虫

と比べ、活性酸素種の発生や細胞内の酸化的ダメージが増加しており、短寿命

の変異体として知られている（Honda et al., 1993; Ishii et al., 1998; Kayser et al., 

2004a; Senoo-Matsuda et al., 2001）。 

 

3-3-1．gas-1変異体の飼育温度別の反応 

（1）15°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルに対する条件付けの後、15°C の温度条件で 2 時間飼育した

gas-1変異体のジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体と比較して実

験開始 40分以降において有意に低い値を示しており、90分後の誘引率はコント

ロール個体で 0.62±0.04、ジアセチル経験個体で 0.47±0.05であった（P < 0.05、

図 15a）。行動開始領域に存在する割合は、ジアセチル経験個体が高い値を示し

ており、実験開始後 10 分、20分、40分で有意差が認められた（P < 0.05、図 15b）。

領域外に存在する割合はどちらも実験開始 30分後に最大値を示し、それぞれの

時間で有意差は認められなかった（図 15c）。 

0.1%ジアセチルに対する条件付けの後、15°C で 6 時間飼育した場合では、

実験開始 20分までジアセチル経験個体が有意に低い値を示したが（P < 0.05）、

30分以降では有意差が認められなかった。90分後の誘引率はコントロール個体

で 0.64±0.04、ジアセチル経験個体で 0.61±0.04 であった（図 15d）。行動開始

領域に存在する割合は、ジアセチル経験個体が実験開始 10分後において有意に
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高い値を示した（P < 0.05、図 15e）。領域外に存在するジアセチル経験個体の割

合は実験開始 20分後にコントロール個体よりも高い値を示したが（P < 0.05）、

30分以降では有意差は認められなかった（図 15f）。 

 

（2）20°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

 0.1%ジアセチルに対する条件付け後、20°C の温度条件下で 6 時間飼育した

gas-1変異体では、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロール個体よりも有意

に低い値を示し、実験開始 90 分後ではコントロール個体で 0.75±0.03、ジアセ

チル経験個体で 0.61±0.04を示した（P < 0.05、図 16a）。行動開始領域に存在す

る割合に有意差は確認されず（図 16b）、領域外に存在する割合は、実験開始 90

分後でジアセチル経験個体が有意に高い値を示した（P < 0.01、図 16c）。 

条件付け後、20°C で 12 時間飼育した場合の誘引率は、ジアセチル経験個体

が有意に低い値を示し、90 分後の値はコントロール個体で 0.78±0.02、ジアセ

チル経験個体で 0.68±0.03であった（P < 0.05、図 16d）。行動開始領域に存在す

る割合はジアセチル経験個体が高い値を示しており、コントロール個体よりも

移動した個体が尐ないことがわかる（図 16e）。実験開始 10～30 分、60 分後に

おいては有意な差が確認された（図 16e）。領域外に存在する割合は、実験開始

20分後にジアセチル経験個体が有意に高い値を示した（P < 0.05、図 17f）。コン

トロール個体では実験開始 10 分後に、ジアセチル経験個体では 30 分後に最大

値を示した（図 16f）。 

ジアセチル条件付け後に 20°Cで 18 時間飼育した場合の gas-1変異体のジア

セチルに対する両個体群の誘引率は、実験中を通して有意な差は認められなか

った（図 16g）。90 分後における誘引率は、コントロール個体で 0.52±0.05、ジ

アセチル経験個体で 0.51±0.05 を示した。行動開始領域に存在する割合および
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領域外に存在する割合はどちらも同程度の値を示しており、有意な差は確認さ

れなかった（図 16h、図 16i）。 

 

（2）25°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルに対する条件付け後、25°Cの温度条件で6時間飼育したgas-1

変異体のジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体の誘引率と比較し

て、実験開始から有意に低い値を示した（図 17a）。90分後の誘引率は、コント

ロール個体で 0.87±0.02、ジアセチル経験個体で 0.76±0.03であった（P < 0.01）。

行動開始領域に存在する割合は、実験中を通してジアセチル経験個体が有意に

高い値を示したが、90 分後の行動開始領域に存在する割合はコントロール個体

で 0.01±0.004、ジアセチル経験個体で 0.04±0.01 を示したことから、両者とも

行動開始領域から多くの個体が移動したことがわかる（図 17b）。領域外に存在

するジアセチル経験個体の割合は、実験開始 40 分、60 分、90 分後においてコ

ントロール個体のそれよりも有意に高い値を示した（P < 0.05、図 17c）。 

ジアセチル条件付け後、25°C で 12 時間飼育した場合においても、ジアセチ

ル経験個体の誘引率は実験中を通して有意に低い値をした（図 17d）。90 分後の

誘引率はコントロール個体で 0.65±0.04、ジアセチル経験個体で 0.49±0.04 であ

った（P < 0.01）。行動開始領域に存在する割合は、実験開始からジアセチル経験

個体が有意に上回っているが、90分後では有意な差は確認されなかった（図 17e）。

領域外に存在する割合の最大値はコントロール個体で実験開始後 40分、ジアセ

チル経験個体では 90 分に最大値を示しており、10 分、90 分においてはジアセ

チル経験個体の割合がコントロール個体よりも有意に高い値を示した（図 17f）。 

条件付け後、25°Cで 18 時間飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率は、

コントロール個体よりもわずかに低い値を示したが、有意差は確認されなかっ
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た（図 17g）。90 分後の誘引率は、コントロール個体で 0.78±0.02、ジアセチル

経験個体で 0.73±0.02 であった。行動開始領域に存在するジアセチル経験個体

の割合はコントロール個体よりもわずかに高い値を示しており、実験開始 20分、

30分後では有意差が確認された（P < 0.05、図 17h）。領域外に存在する割合は、

実験中において両個体群の割合に有意差は認められなかった（図 17i）。 

 

3-3-2．mev-1変異体の飼育温度別の反応 

（1）15°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

mev-1変異体は野生型線虫と比較して活性酸素発生レベルが高く、他の線虫と

比べて運動量が尐ない変異体として知られている。0.1%ジアセチルに対する条

件付けの後、15°C で 2 時間飼育した mev-1 変異体のジアセチルの対する誘引率

は、実験開始 90分後においてジアセチル経験個体が有意に低い値を示し、コン

トロール個体で 0.023±0.01、ジアセチル経験個体で 0.005±0.003を示した（P < 

0.05、図 18a）。ジアセチル経験個体の行動開始領域に存在する割合はコントロ

ール個体よりも高く、実験開始後 20分以降では有意な差が認められた（P < 0.05、

図 18b）。領域外に存在する割合はコントロール個体が高い値を示し、実験開始

20分以降から有意な差を示した（P < 0.05、図 18c）。 

条件付け後、15°C で 6 時間飼育した場合のジアセチル経験個体の誘引率は 0

であり、コントロール個体における 90分後の誘引率は 0.004±0.003であった（図

18d）。行動開始領域に存在する割合は両者間で有意差は存在せず、90 分後にお

ける行動開始領域の割合はコントロールで 0.91±0.02、ジアセチル経験個体で

0.93±0.02 と、ほとんどの個体が行動開始領域内に留まっていたことが分かる

（図 18e）。領域外に存在する割合は実験開始 90 分で最大値を示し、両個体群に

有意差は認められなかった（図 18f）。 
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（2）20°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルの条件付け後、20°C の飼育条件で 6 時間飼育した mev-1 変異

体のジアセチルの対する誘引率は、実験開始後 40分以降でジアセチル経験個体

が有意に低い値を示した（図 19a）。90分後の誘引率は、コントロール個体で 0.032

±0.01、ジアセチル経験個体で 0.005±0.03であった（P < 0.01）。行動開始領域

に存在する割合は、実験開始 30分以後からジアセチル経験個体が高い値を示し

た（P < 0.05、図 19b）。領域外に存在する割合は、どちらの個体群も実験開始後

90分に最大値を示している（図 19c）。 

条件付け後、20°C で 12時間飼育した mev-1 変異体のジアセチルの対する誘引

率は、実験開始後 60分、90分においてジアセチル経験個体が有意に低い値を示

した。90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.032±0.01、ジアセチル経験個体

で 0.005±0.01であった（P < 0.05、図 19d）。行動開始領域に存在する割合は、

ジアセチル経験個体がコントロール個体よりも高い値を示し、実験開始 20 分、

50分、90分で有意差が認められた（P < 0.05、図 19e）。領域外に存在する割合

は、どちらも 90分後に最大値を示しており、実験開始後 20分、50分、60分に

おいてコントロール個体が有意に高い値を示した（P < 0.05、図 19f）。 

0.1%ジアセチルの条件付け後、20°C で 18時間飼育した場合では、両者の誘引

率に有意差は認められず、90分後の値はコントロール個体で 0.012±0.01、ジア

セチル経験個体で 0.013±0.01であった（図 19g）。行動開始領域に存在する割合

はコントロール個体がジアセチル経験個体よりも実験中を通して低い値を示す

が、両者間に有意な差は認められなかった（図 19h）。領域外に存在する割合に

おいてもコントロール個体がわずかに高い値を示したが、有意差は認められな

かった（図 19i）。 
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（3）25°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルの条件付け後、25°C で 6 時間飼育した mev-1 変異体のジアセ

チル経験個体の誘引率は、コントロール個体と比較して実験開始後 90分で有意

に低い値を示しており、コントロール個体で 0.03±0.01、ジアセチル経験個体で

－0.00±0.01であった（P < 0.05、図 20a）。ジアセチル経験個体の誘引率が負の

値となった理由は、ジアセチル領域（B）よりもコントロール領域（A）に移動

した線虫の個体数が多いためである。行動開始領域に存在する割合は両者間で

有意差は確認されず、90 分後における割合は、どちらも個体群も 0.74±0.03 で

あった（図 20b）。領域外に存在する割合は、どちらの個体群も実験開始 90分で

最大値を示した（図 20c）。 

ジアセチル条件付け後、25°C で 12 時間飼育した場合では、実験開始 30 分か

らジアセチル経験個体が有意に低い値を示し、90 分後においては、コントロー

ル個体で 0.05±0.01、ジアセチル経験個体で 0.01±0.01であった（P < 0.01、図

20d）。ジアセチル経験個体の行動開始領域に存在する割合は、30～60 分におい

てコントロール個体よりも有意に高い値を示した（P < 0.05、図 20e）。領域外に

存在する割合は、どちらの個体群も実験開始 90 分で最大値を示しており、実験

開始後 40分と 50分では、コントロール個体が有意に高い値を示した（図 20f）。 

ジアセチルに対する条件付け後、25°C で 18時間飼育した場合の mev-1 変異体

のジアセチルへの誘引率は、コントロールでは実験開始 50分以降、ジアセチル

経験個体では 40分以降に上昇しており、両者に有意な差は認められなかった（図

20g）。実験開始 90 分後の誘引率は、コントロール個体で 0.02±0.01、ジアセチ

ル経験個体で 0.01±0.01 を示した（図 20g）。行動開始領域に存在する割合は両

者間に有意差はみられなかった（図 20h）。領域外に存在する割合はどちらの個

体も 90分後に最大値を示し、有意差は確認されなかった（図 20i）。 
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3-3-3．活性酸素発生レベルの高い変異体線虫の順応持続時間のまとめ 

ジアセチル条件付け後の飼育をそれぞれの温度条件下で行った場合の、ジア

セチルに対する反応を、実験開始 90分後の誘引率で比較した。ジアセチルを経

験した gas-1変異体の誘引率が、コントロール個体と比較して有意に低下を示し

たのは、15°C で 6時間、20°C および 25°C で 12 時間飼育した後までであった（図

21、gas-1）。gas-1変異体の 0.1%ジアセチルに対する順応の持続時間は、0.1%ジ

アセチルの条件付け後 15°C では約 6 時間、20°C と 25°C では約 12 時間である

と考えられる。mev-1 変異体において、ジアセチルを経験した個体群の物質に対

する誘引率がコントロール個体の誘引率と比較して有意な低下を示したのは、

15°C で 6時間、20°C と 25°C で 12時間の飼育を行った後までであった（図 21、

mev-1）。mev-1変異体においても順応の持続時間は 15°C で約 6時間、20°C およ

び 25°C では約 12時間であると考えられる。mev-1変異体はもともと運動量が尐

ないため、行動開始領域および領域外に存在する割合が実験開始 90分後で最大

値を示した。 

活性酸素発生レベルの高い gas-1変異体およびmev-1変異体はどちらも同様の

結果を示した。ジアセチルに対する嗅覚順応の持続時間は、野生型線虫と比較

して、15°C と 20°C で飼育した際に順応持続時間の延長が認められた。 
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図 15．0.1%ジアセチル経験後 15°Cで飼育した gas-1変異体のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示している。a～c は条件付け後 15°C で 2 時間、d～f は 6 時間飼育した gas-1 変

異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。15°Cの低温で 2

時間飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロールよりも有意に低下して

おり、ジアセチル順応が確認された。6時間飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引

率はコントロールよりもわずかに低い値を示すが、有意な差は確認されなかった。2時

間：コントロール n=16、ジアセチル経験個体 n=17。6時間：n=22。*：P < 0.05、**：P 

< 0.01。 
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図 16．0.1%ジアセチル経験後 20°Cで飼育した gas-1変異体のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示している。a～cは条件付け後 20°Cで 6時間、d～f は 12時間、g～i は 18時間

飼育した gas-1変異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。

20°Cで飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率は 12 時間の飼育後においても有意

に低下した。18時間の飼育後では、両者間に有意な差は認められなかった。6時間：n=33。

12 時間：コントロール n=20、ジアセチル経験個体 n=18。18時間：コントロール n=19、

ジアセチル経験個体 n=20。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 



48 

 

 

図 17．0.1%ジアセチル経験後 25°Cで飼育した gas-1変異体のジアセチルに対する誘引

反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示している。a～cは条件付け後 25°Cで 6時間、d～f は 12時間、g～i は 18時間

飼育した gas-1変異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。

25°Cで飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率は 12時間の飼育後まで有意に低く、

順応を示した。18 時間の飼育ではジアセチル経験個体がわずかに低い値を示したが、

有意差は確認されなかった。6 時間：コントロール n=20、ジアセチル経験個体 n=22。

12 時間：n=21。18時間：n=30。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 18．0.1%ジアセチル経験後 15°C で飼育した mev-1 変異体のジアセチルに対する誘

引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在す

る線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの

反応率を示している。a～c は条件付け後 15°C で 2 時間、d～f は 6 時間飼育した mev-1

変異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。15°C の低温

で 2 時間飼育した場合、実験開始 90 分後において、ジアセチル経験個体の誘引率は有

意に低下し、ジアセチル順応が確認された。6時間飼育した場合、両個体群の間に有意

差は確認されなかった。2時間：n=21。6時間：n=13。*：P < 0.05。 
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図 19．0.1%ジアセチル経験後 20°C で飼育した mev-1 変異体のジアセチルに対する誘

引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在す

る線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの

反応率を示している。a～c は条件付け後 20°Cで 6 時間、d～f は 12時間、g～i は 18時

間飼育した mev-1変異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示

す。20°Cで飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率は 12時間飼育後までコントロ

ールよりも有意に低下した。18 時間の飼育では、両個体群の各反応率に有意差は確認

されなかった。6 時間：コントロール n=24、ジアセチル経験個体 n=21。12 時間：コン

トロール n=25、ジアセチル経験個体 n=24。18時間：n=12。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 
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図 20．0.1%ジアセチル経験後 25°C で飼育した mev-1 変異体のジアセチルに対する誘

引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在す

る線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの

反応率を示している。a～c は条件付け後 25°Cで 6 時間、d～f は 12時間、g～i は 18時

間飼育した mev-1変異体である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示

す。25°Cで飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率は 12時間飼育後まで有意に低

下し、順応が確認された。18 時間の飼育では両個体群の間に有意差は確認されなかっ

た。6時間：n=18。12時間：n=13。18時間：n=12。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 
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図 21．ジアセチル経験後、15°C、20°C、25°Cで飼育した gas-1変異体と mev-1変異体

のジアセチルに対する誘引率 白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験

開始後 90 分の誘引率の値を示している。横軸はジアセチル条件付け後に飼育した時間

を示す。ジアセチルを経験した gas-1変異体および mev-1 変異体のジアセチルに対する

順応の持続時間は、条件付け後の飼育温度 15°Cで約 2時間、20°Cと 25°Cでは 12時間

程度であることが明らかとなった。*：P < 0.05、**：P < 0.01。Nishino et al., 2013 より

引用改変。 
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3-4．抗酸化剤および酸化剤によるジアセチル順応への影響 

3-4-1．抗酸化剤 α-LA の影響 

 活性酸素によって生じる酸化ダメージの増加は、細胞の機能低下をもたらす

ことから、「老化」の一因として考えられている。前述の変異体の実験結果は、

活性酸素発生レベルの低い変異体のジアセチルに対する嗅覚順応の持続時間は、

野生型線虫を通常の温度（20°C）で飼育した時と比べて短縮し、活性酸素発生

レベルの高い変異体では延長することを示している。これは、ジアセチル順応

の持続時間に活性酸素が関与している可能性を示唆している。α-リポ酸（LA） は

強い抗酸化作用があり、活性酸素による酸化ダメージを抑制する物質である。

α-LA を含ませた NGM プレートを、0.1%ジアセチルの条件付け後の飼育培地と

して使用し、前述と同様の実験を行った。実験には通常の NGM プレートで YA

期まで飼育した野生型線虫を使用した。野生型線虫において、15°C の温度条件

下（低活性酸素発生状態）では順応の持続が2時間未満であったことから（図6）、

本実験では 20℃と 25℃の温度条件下で実験を行った。0.1%ジアセチルの条件付

け後、α-LA を含む NGM プレートに移し、20°C で 2 時間および 6 時間、25°C

で 6時間および 12時間の飼育を行い、その後 0.1%ジアセチルに対する誘引反応

を解析した。なお、条件付け時にジアセチルを経験していない個体群をコント

ロール個体とした。 

 

（1）α-LAを用いて 20°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルの条件付け後、20°C の温度条件下において α-LAを含む NGM

プレートで 2 時間飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引率は、実験開

始 20分後と 40分、90 分後でジアセチル経験個体が有意に低い値を示した（P < 

0.05、図 22a）。90 分後の誘引率は、コントロール個体で 0.72±0.02、ジアセチ
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ル経験個体で 0.63±0.03 であった。行動開始領域に存在する割合は、ジアセチ

ル経験個体がわずかに高い値を示し、実験開始 10分後では有意差が認められた

が、20 分以降では有意差が確認されなかった（図 22b）。実験開始 90 分後にお

ける領域外に存在する線虫の割合は、コントロール個体で 0.16±0.02、ジアセチ

ル経験個体で 0.18±0.02 を示した（図 22c）。この値は通常の NGM プレートで

飼育した野生型線虫の値（図 4c）と比較し、高い値となった。α-LAは行動開始

領域から移動した線虫の、ジアセチル領域への移動を遅延させる可能性がある。

領域外に存在する両個体群の割合に有意差は認められなかった（図 22c）。 

ジアセチル条件付けの後、α-LAを含む NGM で 6時間飼育した場合、ジアセ

チル経験個体はコントロール個体よりもわずかに低い値を示したが、有意差は

確認されなかった（図22d）。90分後の誘引率は、コントロール個体で0.87±0.03、

ジアセチル経験個体で 0.82±0.03 であった。行動開始領域に存在する割合は、

10分後においてコントロール個体が有意に高い値を示すが（P < 0.05）、20分以

降は有意な差が確認されなかった（図 22e）。また、実験開始 20分後の行動開始

領域に存在する割合は 0.1以下となり、ほとんどの線虫が行動開始領域から移動

したことが確認された（図 22e）。領域外に存在する割合は両者間に有意差は認

められず、どちらの個体群も実験開始 10分後において最大値を示した（図 22f）。 

 

（2）α-LAを用いて 25°Cで飼育した場合の順応の持続時間 

0.1%ジアセチルに対する条件付け後、25°C の温度条件下において、α-LA を含

むNGMプレートで6時間飼育した野生型線虫のジアセチル経験個体の誘引率は、

コントロール個体と比較して有意に低い値を示した（P < 0.05、図 23a）。90分後

の誘引率は、コントロール個体で 0.73±0.04、ジアセチル経験個体で 0.61±0.04

であった。ジアセチル経験個体の行動開始領域の割合はコントロール個体より
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も有意に高い値を示しており、コントロール個体と比較して行動開始領域から

移動しない個体が多いことがわかる（図 23b）。領域外に存在する割合は両者に

有意な差は認められなかった（図 23c）。 

ジアセチル条件付け後、25°C で 12 時間、α-LA を含む NGM で飼育した野生

型線虫のジアセチル経験個体の誘引率は、実験開始から 50分後までコントロー

ル個体の誘引率より有意に高い値を示したが（P < 0.05）、60分以降では有意差

は確認されなかった（図23d）。90分後の誘引率はコントロール個体で0.81±0.02、

ジアセチル経験個体で 0.87±0.02 であった。行動開始領域に存在するジアセチ

ル経験個体の割合は、実験開始後 60分までコントロール個体より有意に低い値

を示したが、90分では有意差が確認されなかった（図 23e）。領域外に存在する

割合は、どちらの個体群も実験開始 10分後に最大値を示した（図 23f）。 

 

3-4-2．抗酸化剤 α-LA のジアセチルに対する順応持続時間のまとめ 

0.1%ジアセチルの条件付け後、抗酸化剤である α-LAを含む NGM 上で飼育し

た場合、20°C の温度条件下では 2時間、25°C では 6時間後まで、ジアセチル経

験個体のジアセチルに対する有意な低下が認められた（P < 0.05）。このことから、

ジアセチルの条件付け後、α-LA を含む NGM プレートでの飼育おける順応の持

続時間は、20°Cでは約 2時間、25°Cでは約 6時間であることが明らかとなった。

通常の NGM を用いた野生型線虫のジアセチル順応は 20°C で約 6時間、25°C で

約 12 時間であることから（図 6）、α-LA を用いることで順応の持続時間が短縮

したことが示された（図 24）。この結果は、活性酸素の減尐により順応持続時間

が短縮したことを示しており、その持続には一定量の活性酸素が必要である可

能性を強く支持している。 
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図 22．0.1%ジアセチル経験後 20°Cの温度条件下において α-LAを含むプレートで飼育

した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割

合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在す

る線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。a～c は条件付け後、α-LA

を含むプレート上において 20°Cで 2時間、d～fは 6時間飼育した野生型線虫である。

白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。α-LA プレートを用いて 20°C

で 2時間飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロールよりも有意に低下

し、ジアセチル順応が確認された。6時間飼育した場合、ジアセチル経験個体とコント

ロール個体の間に有意差は確認されなかった。2時間：n=36。6時間：n=35。*：P < 0.05。 
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図 23．0.1%ジアセチル経験後 25°Cの温度条件下において α-LAを含むプレートで飼育

した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫の割

合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在す

る線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。a～c は条件付け後、α-LA

を含むプレート上において 25°Cで 6時間、d～fは 12 時間飼育した野生型線虫である。

白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。α-LA プレートを用いて 25°C

で 6時間飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロールよりも有意に低下

した。12 時間飼育した場合、ジアセチル経験個体はコントロールよりも誘引率が上回

っているが、実験開始 90 分後では両個体群の間に有意差は確認されなかった。2時間：

n=20。6時間：n=30。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 24．ジアセチル経験後、α-LAを含むプレートを用いて 20°C、25°Cで飼育した野生

型線虫のジアセチルに対する誘引率 白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群

の実験開始 90 分後の誘引率の値を示している。横軸はジアセチル経験後に飼育した時

間を示す。ジアセチル経験後に α-LAを含む NGM プレートで飼育した線虫は、20°Cで

は 2 時間、25°C では 6 時間程度までジアセチル順応を示すことが明らかとなった。こ

れは、通常の NGMで飼育した場合よりも持続時間が短縮している。*：P < 0.05。Nishino 

et al., 2013 より引用改変。 
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3-4-3．酸化剤 PQの影響 

 前述の通り、線虫の飼育培地に抗酸化剤である α-LAを含ませた場合、通常の

飼育条件時と比較してジアセチル順応の持続時間に変化が確認された（図 6、24）。

そこで、酸化剤を NGM プレートに含ませた場合のジアセチル順応の持続時間へ

の影響を調査した。本実験で使用したパラコート（PQ）は強力な酸化剤として

知られている。実験に用いる最適な濃度を検討するため、様々な濃度の PQ を

NGM 用の寒天溶液に溶かして飼育培地を作成した。PQは水（H2O）を用いて希

釈を行っており、溶液を混ぜるタイミングは α-LAを含む NGM プレートの作成

（使用した動物と実験準備（3）参照）と同様の手順で行った。 

 

（1）0.1mM PQ を用いた場合 

0.1%ジアセチルに対する条件付け後、0.1mM PQ が含まれる NGM プレートを

用いて 20°C で 2 時間、6 時間飼育した野生型線虫のジアセチル経験個体の誘引

率は、コントロール個体と比較して低い値を示したが有意差は確認されなかっ

た（図 25a、d）。2時間飼育後の 90 分の誘引率はコントロール個体で 0.70±0.04、

ジアセチ経験個体で 0.60±0.06であった。6時間飼育後ではコントロール個体で

0.73±0.03、ジアセチ経験個体で 0.71±0.04であった。行動開始領域および領域

外に存在する割合は、どの飼育時間の場合でも両個体群に有意な差はなく、同

程度の傾向を示した（図 25b、c、e、f）。 

25°C の温度条件下で 2時間飼育した場合、ジアセチル順応は引き起こされず、

誘引率はコントロール個体で 0.75±0.06、ジアセチ経験個体で 0.76±0.03 を示し

た（図 26a）。行動開始領域に存在する割合も両者同程度の値を示し、有意差は

確認されなかった（図 26b）。領域外に存在する割合はジアセチル経験個体が実

験開始 90分後にわずかに高い値を示すが、有意差は認められなかった（図 26c）。 



60 

 

（2）0.5mM PQ を用いた場合 

条件付け後の NGM プレートに含まれる PQ 濃度を 0.5mM にした場合、20°C

で 2 時間飼育した野生型線虫のジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール

個体と比較してわずかに下回っており、実験開始 10分、20分では有意な差が確

認された（P < 0.05、図 27a）。30 分以後からは両個体群に有意差はなく、90分

後の誘引率はコントロールで 0.69±0.03、ジアセチル経験個体で 0.62±0.03 であ

った。ジアセチル経験個体の行動開始領域に存在する割合は、実験開始 10分後

に有意に高い値を示した（P < 0.05、図 27b）。領域外に存在する割合は、どちら

も実験開始 10分後に最大値を示しており、実験中を通して有意な差は確認され

なかった（図 27c）。 

 

（3）5mM PQ を用いた場合 

ジアセチル条件付け後の飼育培地に含まれる PQ濃度を 5mM とし、各温度条

件下で飼育を行った。いずれの飼育条件下においても、ジアセチル経験個体の

誘引率には有意な変化は認められず、順応は確認されなかった。 

 15°C で 2 時間飼育した場合では、ジアセチル経験個体の誘引率は実験開始

10分後においてコントロール個体よりも有意に低い値を示したが（P < 0.001）、

20分以降の有意差は確認されなかった（図 28a）。90分後の誘引率はコントロー

ル個体で 0.80±0.02、ジアセチル経験個体で 0.79±0.03であった。行動開始領域

に存在するジアセチル経験個体の割合は、実験開始 90分後に有意に低い値を示

しており（P < 0.05）、コントロール個体よりも移動している個体数がわずかに多

いことがわかる（図 28b）。領域外に存在する割合は、実験開始後 20分までジア

セチル経験個体が高い値を示したが（P < 0.05）、90分後においては有意な差は

認められなかった（図 28c）。 
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 20°C の温度条件下で 6 時間、12 時間飼育した場合、6 時間の飼育では、実験

開始 60分後までジアセチル経験個体の誘引率が有意に低下したが（P < 0.05）、

90 分後において有意な差は認められず、順応は確認されなかった。（図 29a）。

90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.79±0.04、ジアセチル経験個体で 0.71

±0.04 であった。行動開始領域に存在する割合は、実験開始からジアセチル経

験個体が有意に高い値を示し、コントロール個体よりも移動する個体数が尐な

いことがわかる（図 29b）。領域外に存在する割合は、両個体群とも同程度の値

を示し、有意差は確認されなかった（図 29c）。12時間の飼育においては、ジア

セチルに対する両個体群の誘引率に有意な差は確認されず、90 分後の誘引率は

コントロール個体で 0.52±0.03、ジアセチル経験個体で 0.57±0.04を示した（図

29d）。行動開始領域および領域外に存在する割合についても、両者間に有意差

は認められず、実験を通して同程度の値を示した（図 29e、f）。 

ジアセチル条件付け後、5mM の PQを含む NGM プレートにて 25°C の温度条

件下で 2時間の飼育を行った場合、実験開始 90 分後の誘引率はコントロール個

体で 0.79±0.02、ジアセチル経験個体で 0.81±0.02 を示し、有意差は認められな

かった（図 30a）。行動開始領域に存在する割合はコントロール個体がわずかに

上回り、実験開始 40分以降で有意差が確認された（P < 0.05、図 30b）。領域外

に存在するジアセチル経験個体の割合は、コントロール個体と比較して実験開

始 10分後にわずかに高い値を示すが、有意差は認められなかった（図 30c）。ジ

アセチル条件付け後に 6時間の飼育を行った場合、実験開始 10分後においてジ

アセチル経験個体の誘引率が有意な低下を示した（P < 0.05、図 30d）。20 分以降

もコントロール個体と比較してわずかに低い値を示すが、有意差は認められな

かった。実験開始 90分後のジアセチルへの誘引率はコントロール個体で 0.75±

0.04、ジアセチル経験個体で 0.70±0.06 であった（図 30d）。ジアセチル経験個
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体の行動開始領域に存在する割合はコントロール個体よりも上回り、実験開始

10分、60分、90分後において有意な差が確認された（P < 0.05、図 30e）。領域

外に存在する割合は、実験開始 20 分以後からジアセチル経験個体がコントロー

ル個体のそれよりも低く、40～60分後においては有意差が認められた（P < 0.01、

図 30f）。 

 

（4）10mM PQ を用いた場合 

ジアセチル条件付け後、各温度条件にて 10mM の PQを含む NGM プレート上

でそれぞれの時間飼育を行い、その後、ジアセチルに対する反応実験を行った。 

15°C で 2 時間飼育した場合のジアセチル経験個体群の誘引率は、コントロー

ル個体と比較して実験開始 20分後まで有意に低い値を示したが、30分以降では

有意な差は認められなかった（図 31a）。90 分後の誘引率はコントロール個体で

0.74±0.03、ジアセチル経験個体で 0.72±0.03を示した（図 31a）。行動開始領域

に存在する割合は、実験開始 90分後にコントロール個体がわずかに高い値を示

すが両者間に有意な差は確認されなかった（図 31b）。領域外に存在する割合は、

実験開始 30分後までジアセチル経験個体が有意に高い値を示した（P < 0.05、図

31c）。条件付け後の飼育を 6 時間行った場合、両個体群のジアセチルへの誘引

率に有意差は認められず、ジアセチル順応は確認されなかった（図 31d）。実験

開始 90 分後における誘引率はコントロール個体で 0.65±0.04、ジアセチル経験

個体で 0.68±0.04 であった（図 31d）。行動開始領域に存在する割合は、実験開

始からジアセチル経験個体が低い値を示しており、実験開始 30分後においては

有意差が認められた（P < 0.05、図 31e）。領域外に存在する割合はどちらも実験

開始 10分後に最大値を示し、有意差は確認されなかった（図 31f）。 

ジアセチル条件付け後、10mM の PQ存在下において 20°C で飼育した場合、6
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時間の飼育でジアセチル順応が確認された（図 32a）。実験開始からジアセチル

経験個体の誘引率はコントロール個体よりも有意に低い値を示し、90 分後の誘

引率はコントロール個体で 0.82±0.03、ジアセチル経験個体で 0.71±0.03 であっ

た（P < 0.05、図 32a）。行動開始領域に存在する割合は、実験開始 30分以降ど

ちらも 0.1以下を示しており、ほとんどの線虫がこの領域から移動したことがわ

かる（図 32b）。領域外に存在する割合は両者とも同傾向を示し、ジアセチル経

験個体がわずかに上回っているが、有意差は認められなかった（図 32c）。条件

付け後 12 時間の飼育を行った場合では、ジアセチル順応は確認されなかった。

実験開始からジアセチル経験個体がわずかに高い値を示すが、どの経過時間に

おいても有意差は確認されず、実験開始 90分後における誘引率はコントロール

個体で 0.41±0.04、ジアセチル経験個体で 0.49±0.04 であった（図 32d）。行動

開始領域に存在する割合は、両個体群で有意差は認められなかった（図 32e）。

領域外に存在する割合は、実験開始 60分後以降にコントロール個体が有意に高

い値を示した（P < 0.05、図 32f）。 

10mM の PQ 存在下において 25°C で飼育した場合では、飼育時間に関係なく

順応は確認されなかった。2時間の飼育後に行った実験では、両個体群とも同程

度の誘引率を示し、実験開始 90 分後ではコントロール個体で 0.79±0.03、ジア

セチル経験個体で 0.74±0.03 であった（図 33a）。行動開始領域および領域外に

存在する割合においても両者間に有意な差は認められず、両者とも同程度の値

を示した（図 33b、c）。6 時間の飼育を行った線虫の、実験開始 90 分後のジア

セチルに対する誘引率は、コントロール個体で 0.66±0.04、ジアセチル経験個体

では 0.75±0.04 であり、ジアセチル経験個体がわずかに高い値を示したが、有

意差は認められなかった（図 33d）。行動開始領域に存在する割合は、コントロ

ール個体がわずかに高い値を示したが、両者に有意差は認められなかった（図
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33e）。領域外に存在する割合は、実験開始 10分後において、ジアセチル経験個

体が有意に高い値を示すが（P < 0.01）、それ以降ではコントロールとの間に有意

差は確認されず、同程度の割合を示した（図 33f）。 

 

3-4-4．酸化剤 PQのジアセチルに対する順応持続時間のまとめ 

0.1%ジアセチルの条件付け後、野生型線虫を様々な濃度の PQを含む NGM プ

レートを用いて、各温度条件下で飼育した。実験開始 90分後の誘引率をそれぞ

れ比較した結果、10mM PQ 存在下において 20°C で 6 時間程度の順応の持続が

認められたが、他の条件下ではジアセチル順応を確認することはできなかった

（図 34）。生体内における活性酸素の発生レベルを促進させることを目的とし酸

化剤を用いたが、PQは強力な酸化剤であるため、線虫の酸化ダメージを促進さ

せるだけでなく、体細胞に対する直接的な影響を与えた可能性が考えられる。 
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図 25．0.1%ジアセチル経験後 20°Cの温度条件下において 0.1mM PQを含むプレート

で飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 ジアセチル領域に存在する線

虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に

存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。a～c は条件付け

後、0.1mM PQ を含むプレート上において 20°Cで 2時間、d～f は 6 時間飼育した野生

型線虫である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。0.1mM PQを

含むプレートで飼育を行った場合、飼育時間に関係なく、両個体群のジアセチルへの誘

引率および行動開始領域に存在する割合、領域外に存在する割合に有意差は確認されな

かった。2時間：n=22。6時間：コントロール n=24、ジアセチル経験個体 n=25。 
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図 26．0.1%ジアセチル経験後 25°Cの温度条件下において 0.1mM PQを含むプレート

で飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 条件付け後、0.1mM PQを含む

プレート上において 25°C で 2 時間飼育した野生型線虫である。ジアセチル領域に存在

する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領

域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。白はコン

トロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。飼育温度を 25°C にした場合、2 時間

の飼育時間においては両個体群のジアセチルに対する誘引率および行動開始領域に存

在する割合、領域外に存在する割合に有意差は確認されなかった。n=5。 
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図 27．0.1%ジアセチル経験後 20°Cの温度条件下において 0.5mM PQを含むプレート

で飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 条件付け後、0.5mM PQを含む

プレート上において 20°C で 2 時間飼育した野生型線虫である。ジアセチル領域に存在

する線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領

域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。白はコン

トロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。20°C で 2 時間飼育した場合、ジアセ

チル経験個体の誘引率はコントロール個体と比べ、わずかに低い値を示した。実験開始

90分後では有意差は確認されなかった。コントロール n=23、ジアセチル経験個体 n=25。

*：P < 0.05。 
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図 28．0.1%ジアセチル経験後 15°Cの温度条件下において 5mM PQを含むプレートで

飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 条件付け後、5mM PQを含むプレ

ート上において 15°Cで 2時間飼育した野生型線虫である。ジアセチル領域に存在する

線虫の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外

に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。白はコントロ

ール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。5mM PQを含むプレートにおいて、15°C

で 2時間の飼育を行った場合、ジアセチルに対する誘引率は実験開始後に有意に低い値

を示すが、20分以降で有意差は確認されなかった。n=12。*：P < 0.05、***：P < 0.001。 
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図 29．0.1%ジアセチル経験後 20°Cの温度条件下において 5mM PQを含むプレートで

飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫

の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存

在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。a～c は条件付け後、

5mM PQを含むプレート上において 20°Cで 6時間、d～fは 12時間飼育した野生型線虫

である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。5mM PQを含むプレ

ートにおいて 20°C で飼育を行った場合、6 時間の飼育後において、実験開始からジア

セチル経験個体の行動開始領域に存在する割合は高く、ジアセチルへの誘引率がコント

ロールよりも有意に低い値を示したが、実験開始 90 分後においてジアセチル順応は確

認されなかった。12 時間の飼育後においては両者の誘引率、行動開始領域に存在する

割合、領域外に存在する割合に有意な差は確認されなかった。6時間：コントロール n=27、

ジアセチル経験個体 n=29。12時間：n=15。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 30．0.1%ジアセチル経験後 25°Cの温度条件下において 5mM PQを含むプレートで

飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫

の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存

在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。a～c は条件付け後、

5mM PQを含むプレート上において 25°Cで 2時間、d～f は 6時間飼育した野生型線虫

である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。5mM PQを含むプレ

ートにおいて 25°Cで飼育を行った場合、実験開始 90 分後において両個体群のジアセチ

ルへの誘引率に有意な差は認められず、ジアセチル順応は確認されなかった。2時間：

コントロール n=23、ジアセチル経験個体 n=24。6時間：n=14。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 
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図 31．0.1%ジアセチル経験後 15°Cの温度条件下において 10mM PQを含むプレートで

飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫

の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存

在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。a～c は条件付け後、

10mM PQを含むプレート上において 15°Cで 2時間、d～fは 6時間飼育した野生型線虫

である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。10mM PQを含むプ

レートにおいて 15°C で飼育を行った場合、飼育時間に関係なく、ジアセチル順応は確

認されなかった。2時間：コントロール n=16、ジアセチル経験個体 n=15。6時間：コン

トロール n=21、ジアセチル経験個体 n=22。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 32．0.1%ジアセチル経験後 20°Cの温度条件下において 10mM PQを含むプレートで

飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫

の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存

在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。a～c は条件付け後、

10mM PQを含むプレート上において 20°Cで 6時間、d～f は 12 時間飼育した野生型線

虫である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。10mM PQを含む

プレートにおいて 20°C で 6 時間の飼育を行った場合、実験開始からジアセチル経験個

体の誘引率はコントロールよりも有意に低下を示し、ジアセチル順応が確認された。12

時間の飼育後では、コントロールがわずかに低い値を示したが、両個体群の誘引率に有

意な差確認されなかった。6時間：n=16。12時間：n=30。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 
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図 33．0.1%ジアセチル経験後 25°Cの温度条件下において 10mM PQを含むプレートで

飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引反応 ジアセチル領域に存在する線虫

の割合（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存

在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示している。a～c は条件付け後、

10mM PQを含むプレート上において 25°Cで 2時間、d～fは 6時間飼育した野生型線虫

である。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。10mM PQを含むプ

レートにおいて 25°C で飼育を行った場合、両個体群のジアセチルへの誘引率に有意差

は確認されなかった。2時間：n=21。6 時間：コントロール n=17、ジアセチル経験個体

n=20。**：P < 0.01。 
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図 34．ジアセチル経験後、様々な濃度の PQを含むプレートを用いて 15°C、20°C、25°C

で飼育した野生型線虫のジアセチルに対する誘引率 白はコントロール群、黒はジアセ

チル経験個体群の実験開始 90分後の誘引率の値を示している。横軸は飼育した温度と

時間を示す。ジアセチル経験後に PQを含む NGM プレートで飼育した場合、10mM PQ

の存在下において 20°Cで 6時間の飼育を行った場合を除き、どの条件下においてもジ

アセチル順応を確認することはできなかった。*：P < 0.05。 
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3-5．線虫の運動量 

0.1%ジアセチルの条件付け後、野生型線虫や変異体線虫を 15°C、20°C、25°C

の条件下で、それぞれの時間飼育した場合の運動量を計測した。α-LA を含む

NGM プレートで飼育した野生型線虫についても同様に運動量の計測を行った。 

 

3-5-1．野生型線虫の運動量 

野生型線虫において、0.1%ジアセチルの条件付け後に、15°C の温度条件で 2

時間の飼育、20°C で 0（条件付け直後）、2、6、12 時間の飼育、25°C で 12、18

時間の飼育を行った後に運動量を測定した。コントロール個体およびジアセチ

ル経験個体の運動量に有意な差は認められなかった（図 35a）。ジアセチル経験

個体の誘引率の低下は、運動量の低下によりもたらされるものではないことが

わかる。 

野生型線虫の飼育培地に α-LAを含ませ、20°C および 25°C で飼育した場合に

おいても、両個体群の運動量に有意な差は確認されなかった（図 35b）。また、α-LA

を含む NGM プレートで飼育した野生型線虫の運動量は、通常の NGM プレート

で飼育した場合と比較し低い値を示した。 

 

3-5-2．変異体線虫の運動量 

ジアセチル経験後、各温度条件下において、それぞれの時間飼育した変異体

線虫の運動量について測定した。活性酸素発生レベルの低い isp-1変異体、clk-1

変異体および活性酸素発生レベルの高い gas-1変異体、mev-1変異体の運動量は、

コントロール個体とジアセチル経験個体の間で有意差は確認されなかった（図

36、図 37）。 

どの変異体においても、それぞれの温度条件下における同じ飼育時間の運動
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量を比較すると、20°C で飼育を行った個体よりも、15°C や 25°C で飼育した個

体の運動量が低下している。野生型線虫においても同様の傾向が認められた。

また、活性酸素発生レベルの高い gas-1 変異体、mev-1 変異体の運動量は、野生

型線虫や活性酸素発生レベルの低い変異体よりも低い値を示した。これまでの

実験結果から、活性酸素の発生レベルは線虫のジアセチルに対する順応の持続

時間に比例すると考えられるが、運動量の変化は活性酸素の発生レベルの量で

は説明できないことが明らかとなった。 
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図 35．ジアセチル経験後、15°C、20°C、25°Cで飼育した野生型線虫と α-LA存在下に

おいて 20°C、25°Cで飼育した野生型線虫の運動量 （a）は通常の NGMプレートで飼

育した野生型線虫、（b）は α-LAを含ませた NGM プレートで飼育した野生型線虫の運

動量を示している。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群である。横軸は条

件付け後の飼育時間を示す。通常の NGM プレートおよび α-LAを含んだプレートで飼

育した場合でも、両個体群の運動量に有意な差は認められなかった。Wild-type：n=20。

α-LA：n=20。 
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図 36．ジアセチル経験後、15°C、20°C、25°Cで飼育した長寿命変異体の運動量 上段

は isp-1変異体、下段は clk-1変異体の運動量を示している。白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群である。横軸は条件付け後の飼育時間を示す。ジアセチル経験個

体およびコントロール個体の運動量に有意差は認められなかった。isp-1：n=20。clk-1：

n=20。 
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図 37．ジアセチル経験後、15°C、20°C、25°Cで飼育した短寿命変異体の運動量 上段

は gas-1変異体、下段は mev-1変異体の運動量を示している。白はコントロール群、黒

はジアセチル経験個体群である。横軸は条件付け後の飼育時間を示す。ジアセチル経験

個体およびコントロール個体の運動量に有意な差は認められなかった。gas-1：n=20。

mev-1：n=20。 
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表 1．それぞれの線虫におけるジアセチルに対するジアセチル順応持続時間  

 

 

 

4．考察 

4-1．運動量とジアセチル順応の持続時間 

0.1%ジアセチル条件付け後、15°C、20°C、25°C の温度条件下で様々な時間飼

育した野生型線虫や変異体の運動量について、コントロール個体とジアセチル

経験個体の間に有意差は確認できなかった（図 35、36、37）。ジアセチルの存在

は線虫の運動に影響を及ぼさないものと考えられる。 

 

4-2．野生型線虫のジアセチルに対する順応の持続時間 

線虫は、揮発性の誘引物質であるジアセチルに連続的にさらされると、その

匂いに対して感受性が低下する性質が存在する。これは嗅覚順応と呼ばれる非

連合学習である（Colbert et al., 1995）。Matsuuraらの研究においても、0.1%ジア

セチルに 120 分間さらされた線虫が、同濃度のジアセチルに対して順応を起こ

すことが確認されている。さらに、この順応はジアセチルにさらした数時間後

においても持続し、飼育温度の上昇にともない持続時間が延長すると報告され
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ている（Matsuura et al., 2009）。Matsuuraらは線虫の自由行動中の順応について

解析する目的で麻酔効果のあるアジ化ナトリウムを用いてない。一方、アジ化

ナトリウムを使用した本研究においても Matsuura らと同様の結果が得られた

（図 6）。具体的には、0.1%ジアセチル条件付けを 2 時間行った後の飼育温度を

15°C にした場合、順応の持続時間は 2 時間未満、20°C の場合では 6 時間程度、

25°C の場合は 12時間程度であった。これらの結果から、線虫のジアセチルに対

する順応の持続時間は飼育温度に比例することが明らかとなった。 

20°C で飼育した線虫と比較し、15°C で飼育した線虫は成長が遅くなるため長

寿命となる。一方、25°C で飼育した線虫は成長が亢進され短寿命となる。YA期

以降の生存期間は 15°C で 23.68±0.12日、20°C で 13.48±0.13日、25°C で 10.98

±0.12日である（Matsuura et al., 2009）。生体内の化学反応速度には温度が大き

く関与している。線虫は、餌の量や周囲の温度変化といった単純な外部環境の

操作によって寿命が変化することから、代謝率の変化によって寿命が決定され

る可能性が指摘されている（Voorhies and Ward, 1999）。当初我々は、成長速度と

ジアセチル順応の持続時間は反比例の関係にあり、成長が遅ければより長く順

応が持続し、成長が速ければ持続時間が短縮すると考え、老化の進行速度が順

応の持続時間に関係すると仮定した。高温での飼育はミトコンドリアの活性酸

素の生成を上昇させるという報告から（Heise et al., 2003）、温度上昇にともなう

化学反応の加速は代謝率をあげ、生体内の老化が亢進することで順応の低下を

もたらすと推測できる。しかし、本研究で得られた結果は当初の仮定と異なり、

ジアセチル順応の持続時間は、線虫の飼育温度、つまり成長速度に比例した。

線虫のジアセチル順応の持続は、寿命という絶対時間によって決定されるもの

ではなく、独立した線虫独自の体内リズムによって制御されている可能性があ

る。代謝過程における活性酸素の発生は、代謝率の上昇に比例する。野生型線
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虫をジアセチル条件付け後に様々な温度で飼育することで、順応持続時間に変

化が得られたことから、ジアセチル経験後の活性酸素の発生レベルがジアセチ

ル順応の持続に大きく関与していることが示唆された。 

 

4-3．変異体線虫のジアセチルに対する順応の持続時間 

活性酸素とジアセチル順応の関連性について、活性酸素の発生レベルが異な

る変異体を用いて同様の実験を行い、順応の持続時間を比較した。 

活性酸素の発生レベルが低い isp-1変異体と clk-1変異体のYA以降の生存日数

は、isp-1変異体で 20.28±0.10日、clk-1変異体で 16.38±0.12日であり、野生型

線虫よりも長寿命である（Matsuura et al., 2009）。これらの線虫を 15°C および

20°C で飼育した場合、isp-1変異体では 2時間未満、clk-1変異体で 2時間程度で

あった（図 14）。野生型線虫を 20°C で飼育した場合では順応の持続時間は 6 時

間程度であることから、isp-1変異体および clk-1 変異体のジアセチル順応の持続

時間は野生型線虫と比較して短いことが明らかである。また、野生型線虫を 15°C

で飼育し、活性酸素発生レベルを低下させた場合では持続時間は 2 時間未満で

あった。25℃で飼育した場合、野生型線虫では 12時間程度持続するのに対して、

isp-1変異体では 2時間程度、clk-1変異体では 6 時間程度の順応の持続が確認さ

れた（図 14）。活性酸素発生レベルの低い長寿命の変異体のジアセチル順応の持

続時間は、20°C と 25°C で飼育した場合に野生型線虫よりも低下することが明ら

かとなった。isp-1 変異体はミトコンドリア内における活性酸素発生レベルが抑

制されているが、clk-1 変異体は細胞内の活性酸素が抑制されており、エネルギ

ーの生産量は野生型線虫と同程度であることが報告されている（Hekimi and 

Guarente, 2003）。また、clk-1変異体は、抗酸化酵素群の遺伝子発現に加えて代謝

関連の遺伝子発現が増加しており、活性酸素の発生は低下しているが、野生型
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線虫と比較してミトコンドリアの生合成は増加していることも報告されている

（Cristina et al., 2009; Kayser et al., 2004a）。つまり、clk-1変異体では活性酸素も

多く発生するがそれを除去する働きが強いことを示す。これは、15°Cおよび 20°C、

25°C で飼育した際に、clk-1 変異体の順応が isp-1 変異体のそれよりも長く持続

した結果からも支持される。 

活性酸素発生レベルの高い gas-1変異体および mev-1変異体の YA以降の生存

日数は gas-1変異体で 10.27±0.12日、mev-1 変異体で 8.53±0.14日であり、野生

型線虫と比べて短寿命の線虫である。15°C で飼育した場合、野生型線虫では順

応の持続が 2 時間未満であったのに対し、gas-1 変異体、mev-1 変異体では 2 時

間程度の順応の持続が確認された（図 6、図 21）。gas-1、mev-1 変異体を 20°C

で飼育した場合の嗅覚順応はどちらも 12時間程度であり、野生型線虫で確認さ

れた約 6 時間の持続時間よりも延長した。ジアセチル条件付け後の飼育温度を

25°C で行った野生型線虫や gas-1変異体、mev-1変異体の順応の持続時間は、い

ずれも 12時間程度であった。gas-1変異体、mev-1変異体は、ミトコンドリア電

子伝達系の複合体 I、IIがそれぞれ変異しており、活性酸素が過剰に産生される

（Hartman et al., 2001; Kondo et al., 2005; Senoo et al., 2001）。活性酸素発生レベル

の高い変異体を 15°C および 20°C で飼育した場合に、野生型線虫よりも順応の

持続時間が延長していることから、活性酸素が嗅覚順応の持続に大きく関与し

ていることが示唆される。しかしながら、活性酸素が過剰に発生することで、

老化マーカーとなるリポフスチンや酸化タンパク質が蓄積し、細胞死や突然変

異頻度の増加が引き起こされることが知られている（Adachi et al., 1998; 

Hosokawa et al., 1994）。そのため、25°C での gas-1、mev-1変異体の飼育は、活性

酸素の発生レベルを上げるだけでなく、老化に関与する酸化タンパク質の蓄積

や細胞死をより亢進させた可能性が大きい。また、25°C の温度条件下における
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gas-1、mev-1 変異体の順応の持続が 12 時間程度であったことから、線虫のジア

セチルに対する嗅覚順応の持続時間は有限的なものであり、約 12時間が持続の

限界であると考えられる。 

 

4-4．ジアセチル順応に対する抗酸化剤や酸化剤の影響 

0.1%ジアセチルの条件付けの後に抗酸化剤 α-LAを含んだNGMプレート上で

飼育した線虫を用いて、活性酸素とジアセチル順応の関係性について解析した。

その結果、抗酸化剤 α-LAを含んだ NGM プレートで飼育した野生型線虫のジア

セチル順応の持続時間は、通常の NGM プレートで飼育した野生型線虫と比較

して、持続時間に短縮が確認された（図 6, 24）。具体的には、通常の NGMプレ

ートで飼育した場合の持続時間は、20°C では約 6 時間、25°C では約 12 時間で

あったのに対し、α-LAを含んだ NGMプレートでの飼育では、20°Cで約 2時間、

25°C 約 6時間であった。α-LAはミトコンドリア内においてエネルギー代謝に重

要な補酵素として働き、抗酸化作用をもつグルタチオンの産生を促進する（Han 

et al., 1997; Pic et al., 1995）。ミトコンドリアは活性酸素の主要な発生源であり、

活性酸素を除去する抗酸化酵素にはスーパーオキサイドディスムターゼ（SOD）、

グルタチオンペルオキシターゼ、カタラーゼがある。SOD は活性酸素を過酸化

水素と水に分解する働きをもち、SOD の働きにより作られた過酸化水素はグル

タチオンペルオキシターゼとカタラーゼによって代謝される。グルタチオンペ

ルオキシターゼはグルタチオンを基質として消費しており、α-LA はグルタチオ

ン産生の亢進に加え、フローラジカルにより酸化されたビタミンおよびビタミ

ン E、グルタチオンを再生する働きがあることが報告されている（Biewenga et al., 

1997）。α-LAを飼育培地である NGM に含ませることによって線虫の生体内の活

性酸素の除去が促進したため、順応の持続時間の短縮が引き起こされたものと

考えられる。 
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条件付け後の NGM プレートに酸化剤である PQ を含ませた場合では、10mM 

PQ 存在下において 20°C で 6 時間飼育した条件を除き、どの濃度、温度条件下

においてもジアセチル順応は確認されなかった（図 34）。PQ は活性酸素を産生

させる強力な除草剤であり、ヒトを含め動物に対し強い毒性を示す。これまで

に、0.1mM の PQ は線虫のミトコンドリア内の活性酸素レベルを上昇させたの

にも関わらず、その寿命は延長することが報告されている（Yang and Hekimi, 

2010）。これは尐量の酸化剤を用いたことで体内の抗酸化機能が誘発され、結果

的に活性酸素の除去機能が大きく働いたために寿命が延長した可能性が高い。

本実験においても、PQ を含んだ NGM プレートでの飼育では、順応の持続時間

に延長が認められなかったことから、同様の理由が可能性として考えられる。

さらに、毒性の強い物質であるため、高濃度の PQは活性酸素発生のレベルを上

昇させるだけでなく、生体内に直接的なダメージを与えた可能性も否定できな

い。 

 

4-5．考察のまとめ 

線虫の寿命の延長は代謝率の低下によって引き起こされる（Voorhies and word, 

1999）。低温での飼育や抗酸化剤を用いることで成長を遅めた野生型線虫や、長

寿命の変異体ではエネルギー代謝が小さいために活性酸素の発生が緩やかにな

る。一方、高温での飼育で成長を促進させた野生型線虫や短寿命の変異体は、

エネルギー代謝が大きく、活性酸素の発生を増加させる。本実験において、線

虫のジアセチル順応の持続時間は、活性酸素発生レベルが低い場合は短く、逆

に、活性酸素の発生レベルの高い場合では延長することを明らかにした（表 1）。

一種の記憶保持時間が活性酸素の発生レベルによって異なる事を意味している。

ジアセチル順応を示す個体の行動開始領域に存在する割合は、コントロール個
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体と比較しても多く、また、順応を示さなくなる個体と比べても多いことから、

活性酸素は匂い物質を感知する受容器の鋭敏化に関わる遺伝子発現シグナル、

あるいは匂いと環境の関連付けおよびその記憶に関わる遺伝子発現のシグナル

として働いている可能性がある。本実験における飼育温度の相違や寿命の異な

る変異体の順応持続時間の変化には、活性酸素が大きく影響していると考えら

れるがそのメカニズムは明らかではない。このメカニズムを解明するためには、

本実験で使用した以外の変異体線虫を用いた解析や、活性酸素の発生レベルを

直接的に測定し、比較する必要がある。Yang と Hekimi の実験では、活性酸素種

（ROS）検出用試薬である H2DCFDA や MitoSox の蛍光染料を用いて ROS レベ

ルの直接的な測定を行っている（Yang and Hekimi, 2010）。各線虫の活性酸素発

生レベルおよび SOD活性の違いや、成長ステージによる活性酸素の発生レベル

の違いを明確にすることで、活性酸素とジアセチル順応の関連性が明らかとな

るに違いない。第一章で記述した本研究内容については原著論文として 2013年

に公開されている（Nishino et al., 2013）。 
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第 2 章 

線虫の順応獲得時期に関わる活性酸素の影響 

 

1．背景 

老化はすべての動物において避けられない生命現象である。この現象はフリ

ーラジカル説を原点とした酸化ストレス説の考えが一般的である（Beckman et 

al., 1998; Ishii et al., 1998; Martin et al., 1996; Sohal and Weindruch, 1996)。近年、活

性酸素による酸化ストレスは有毒なものではなく、様々な回路を管理するのに

重要な役割を担っていることが報告されており（Back et al., 2012）、線虫の学習

効果にも関与している可能性がある。1章では、誘引性物質ジアセチルに対する

順応の持続時間が線虫の飼育温度に依存することについて論述した。ジアセチ

ル経験後、15°C で 2時間飼育した場合では、ジアセチル順応は認められないが、

20°C で飼育した場合は約 6 時間、25°C で飼育した場合は約 12 時間の順応の持

続が確認されており、Matsuura らによって報告された結果と一致した（Matsuura 

et al., 2009）。線虫の飼育温度によっては寿命の制御が容易であり、寿命にはエ

ネルギー代謝が関与すると考えられている（Voorhies et al, 1999）。エネルギー代

謝に直接関わる変異体線虫を用いた解析の結果、活性酸素発生レベルの低い

isp-1、clk-1 変異体のジアセチルに対する順応の持続時間は短縮し、活性酸素発

生レベルの高い gas-1、mev-1 変異体では順応の持続時間の延長が確認された。

また、抗酸化剤である α-リポ酸（LA）を飼育培地に加えて野生型線虫を飼育し、

生体内の活性酸素による酸化ダメージを抑制したところ、順応持続時間の短縮

が確認された。以上の結果は、線虫のある種の記憶保持には活性酸素が関与す

ることを示している（Nishino et al., 2013）。先行研究より、ジアセチルをあらか
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じめ経験することで生じるジアセチル順応は、ヤングアダルト（YA）期から成

虫脱皮後 5日目（A5）まで成立することが報告されている（伊藤、2007）。第 2

章では、線虫を 15°C、20°C、25°C で飼育した場合の、線虫のジアセチル順応の

成立可能期間について行動遺伝学的に解析した。前述のように飼育温度の違い

は、線虫の生体内の活性酸素発生レベルに差異を与える。活性酸素の発生レベ

ルの低い変異体は寿命が長く、逆にレベルの高い変異体は寿命が短くなる。ジ

アセチル順応の成立に与える活性酸素の影響を調べるため、活性酸素発生レベ

ルが異なる isp-1(qm150)、clk-1(qm30)、gas-1(fc21)、mev-1(kn1)変異体や、抗酸化

剤 α-LAを用いた実験を行った。一方、寿命や老化にはインスリン様シグナル伝

達経路も関与している。本実験では寿命の異なるインスリン様シグナル伝達系

に関わる daf-2(m577)、daf-2(e1370)、daf-16(mu86)変異体を用いた解析も行った。 

 

2. 実験方法 

2-1．各成長ステージの線虫を得るまでの飼育 

実験に使用する野生型線虫や変異体は成長段階を揃える必要がある。卵を持

った成虫個体を 50 匹 NGM プレートに移し、野生型線虫と isp-1、clk-1、daf-2、

daf-16変異体は 25°C で 3時間卵を産ませ、その後線虫を拾い、プレート上には

卵のみが残るようにした（使用した動物と実験準備（1）参照）。α-LA を含む

NGM プレートで飼育する野生型線虫の場合も同様に、α-LAを含む NGM プレー

トに成虫をおいて 25°C のインキュベーター内で 3時間産卵させた。gas-1、mev-1

変異体の場合は 20°C のインキュベーター内におき、3 時間産卵させた。卵のみ

が残るプレートを各温度でそれぞれの成長ステージまで飼育し、実験に用いた。

飼育温度によって線虫の成長速度は異なるため、YA期までの成長段階は目視に

より判別を行った。線虫の幼虫期には 4 段階あり、脱皮を繰り返して成虫とな
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る。幼虫期のそれぞれの段階は幼虫 Larvaの頭文字をとり、L1、L2、L3、L4と

表記している。実験には L3 期以降からの線虫を用いた。L4 期の線虫は特徴的

な構造をもっているため、L3 と L4、YA 期の線虫の識別が可能である。どの温

度条件下で育てた場合も、YA期以降 1日目を A1、2日目を A2、3日目を A3…

とし、成虫へ脱皮後の日数を表記した。使用した α-LA濃度については、Murakami

らによって報告されたものを参考とした（Murakami and Murakami, 2005）。 

 

2-2．ジアセチルに対する条件付け 

 線虫にジアセチル順応を誘発させるための条件付けプレートは、直径 6cm の

ディッシュにアガー溶液を 5ml ずつ分注することで作成した（使用した動物と

実験準備（4）参照）。この寒天プレート上に洗浄作業を行った線虫を移動させ、

プレートのフタの内側 4 箇所に 0.1%ジアセチルを 1.5μl を滴下し、フタをして

20°C の温度下で 120 分間放置した。ジアセチルは 99.5%エタノールで希釈をし

たものを使用した。条件付けと同時に、フタの内側にジアセチルを置かず 120

分間放置した線虫をコントロールとして用いた。 

 

2-3．誘引反応の計測 

 120 分間の条件付け後、線虫の存在する条件付け用のプレートに洗浄液を

2ml 滴下し、線虫を含んだ洗浄液を 15ml の遠心管に移した。約 8ml の洗浄液を

加え、遠心分離（500rpm、90sec）を 1回行った。ジアセチルの条件付けではプ

レート内にエサである大腸菌が塗布されていないため、洗浄作業は 1 度のみ行

った。マイクロピペットを用いて遠心管の底に沈んだ線虫を 3μl ずつ吸い取り、

実験プレートの C、D 領域に約 15～20個体の線虫を置いた。Aおよび B点には

0.5M アジ化ナトリウム 1.0μlを滴下し、さらに B 点には 0.01%ジアセチル 1.5μl
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を実験直前に滴下した（実験プレート図）。先行研究より、本研究を行うにあた

り、0.1%のジアセチルの条件付け直後に行う行動実験は、0.01%ジアセチルを使

用することが最も適正であることが報告されている（伊藤、2007）。実験のプロ

トコルを図 1 に示す。ジアセチルを滴下した時を 0 分として、実験プレート上

の各領域内の線虫の個体数と、領域外（Other）に存在する線虫の個体数を実体

顕微鏡（OLYMPUS SZ40）下において 10分間隔で 60分間、さらにその 30分後

（実験開始 90 分後）にカウントを行い、0.01%ジアセチルに対する線虫の誘引

行動を評価した。 

 

2-4．データ解析 

 解析はコンピュータソフト Microsoft Excel にデータを入力して行った。実験

開始0分から10分毎におけるA、B、C、D各領域内にいる個体数と領域外（Other）

の個体数を入力し、それぞれの時間ごとの誘引率を算出した。誘引反応の評価

には、Chemotaxis index（Bargmann et al., 1993）または Fraction of animals（Matsuura 

et al., 2004）を用いた。ジアセチルに対する誘引率（Chemotaxis index : C.I.）は

（B 領域の個体数 － A 領域の個体数）/ 全個体数 より求めた（(B-A)/Total）。

Fraction of animals は、C および D領域の個体数 / 全個体数、領域外に存在する

個体数 / 全個体数 によって算出し、それぞれを行動開始領域に存在する線虫の

割合（(C+D)/Total）、および各領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）とし

た。 
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図 1．実験のプロトコル 各成長ステージまで飼育した線虫を、ジアセチルを均一にし

た条件付けプレート上に線虫をおき（ジアセチル経験個体）、120 分間放置した。その

後、実験プレート上で、0.01%ジアセチルに対する誘引行動を 90分間解析した。ジアセ

チルを経験していない線虫をコントロールとして用いた。 

 

 

 

 



96 

 

3．結果 

3-1．野生型線虫のジアセチル順応成立期間 

 先行研究において、通常の温度（20°C）で成長した線虫のジアセチル順応は、

YAから A5の期間で成立することが明らかとされている（伊藤、2007）。本実験

でも同様の傾向が認められ、野生型線虫のジアセチル順応成立期間は YA 期以降

成立し、A5期まで生じることが明らかとなった（図 2、10）。ジアセチル順応の

成立期間、すなわち、学習可能な期間は、飼育温度が異なる場合にどのような

変化を与えるかについて行動実験を行った。 

 

3-1-1．飼育温度の異なる場合のジアセチル順応成立期間 

（1）15°Cで飼育した野生型線虫の順応成立期間 

 卵の状態から 15°Cの温度で飼育した野生型線虫の、0.1%ジアセチル条件付け

後の 0.01%ジアセチルに対する誘引率は、20°C で飼育した時と同様、YA 期から

順応が成立した。L3 期における誘引率はコントロール個体で 0.11±0.02、ジア

セチル経験個体で 0.07±0.01 を示し、L4 期における誘引率はコントロール個体

で 0.28±0.03、ジアセチル経験個体で 0.26±0.04 を示した（図 2 L3、L4、

(B-A)/Total）。これら幼虫期の線虫の行動開始領域に存在する割合（(C+D)/Total）

は 4 割以上を示しており、多くの個体が行動開始領域から移動しないことがわ

かる。YA 期の誘引率はコントロール個体で 0.47±0.04、ジアセチル経験個体で

0.21±0.03を示し、順応が成立した（P < 0.001、図 2 YA）。順応の成立は A3期

まで認められた。各成長ステージにおける行動開始領域に存在する割合も 0.1

以下を示していることから、ほとんどの個体が移動したことが明らかである。

A1 期のコントロール個体の誘引率は 0.62±0.04、ジアセチル経験個体は 0.37±

0.05（P < 0.001）であり、A2期ではコントロール個体で 0.73±0.03、ジアセチル
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経験個体で 0.47±0.03（P < 0.001）、A3 期はコントロールで 0.55±0.03、ジアセ

チル経験個体で 0.32±0.04（P < 0.001）を示した（図 2 A1、A2、A3）。A5期で

はジアセチル順応は確認されず、実験開始から両者とも同程度の誘引率を示た。

実験開始 90 分後における誘引率はコントロール個体で 0.37±0.03、ジアセチル

経験個体で 0.38±0.02 であった（図 2 A5）。A5 期の線虫の行動開始領域に存在

する割合は 0.1 以下を示した。一方、領域外に存在する割合（Other/Total）は約

4割となった。 

 

（2）20°Cで飼育した野生型線虫の順応成立期間 

20°C の温度条件下で野生型線虫を飼育した場合、ジアセチル条件付けを経験

した個体のジアセチルに対する有意な反応行動の低下は、L3、L4 の幼虫期では

確認されなかった。実験開始 90分後における誘引率は、L3期のコントロール個

体で 0.11±0.03、ジアセチル経験個体で 0.10±0.03 であり、L4 期ではコントロ

ール個体で 0.22±0.04、ジアセチル経験個体で 0.18±0.03 であった（図 3 L3、

L4）。一方、YA 期の野生型線虫では、実験中を通してジアセチル経験個体が有

意に低い値を示し、順応の成立が確認された（P < 0.01、図 3 YA）。実験開始 90

分後の誘引率は、コントロール個体で 0.54±0.04、ジアセチル経験個体で 0.39

±0.03 であった。ジアセチル順応の成立は A5 期まで確認され、A7 期では確認

されなかった。各成長ステージにおける 90 分後の誘引率は、A1 期のコントロ

ール個体で 0.60±0.06、ジアセチル経験個体で 0.38±0.06（P < 0.05）、A2 期では

コントロール個体で 0.71±0.02、ジアセチル経験個体で 0.60±0.04（P < 0.05）、

A3期ではコントロール個体で 0.65±0.03、ジアセチル経験個体で 0.43±0.04（P 

< 0.001）、A5期ではコントロール個体で 0.62±0.04、ジアセチル経験個体で 0.45

±0.04（P < 0.05）であった（図 3 A1、A2、A3、A5）。A7期における誘引率は
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コントロール個体で 0.42±0.03、ジアセチル経験個体で 0.39±0.03を示し、計測

中、両者とも同程度の値となった（図 3 A7）。 

 

（3）25°Cで飼育した野生型線虫の順応成立期間 

25°C の温度条件下で野生型線虫を L3、L4 まで飼育した場合、ジアセチル条

件付け後の 0.01%ジアセチルに対する誘引率は、実験開始後コントロール個体と

比較しジアセチル経験個体が有意に低い値を示すが、実験開始 90分後では有意

差は認められなかった（図 4 L3、L4）。L3 期における誘引率はコントロール個

体が 0.18±0.03、ジアセチル経験個体が 0.13±0.02、L4期ではコントロール個体

が 0.20±0.03、ジアセチル経験個体が 0.16±0.02 であった。YA 期まで飼育した

個体では、ジアセチル経験個体の誘引率がコントロール個体のそれよりも有意

に低下し、順応が認められた（図 4 YA）。実験開始 90分後における誘引率はコ

ントロール個体で 0.58±0.04、ジアセチル経験個体で 0.29±0.04であった（P < 

0.001）。ジアセチル順応の成立は A7期まで確認され、YA期から A7期における

ジアセチル経験個体の誘引率は、実験中有意に低い値を示した。各成長ステー

ジにおける 90分後の誘引率は、A1期のコントロール個体が 0.71±0.03、ジアセ

チル経験個体が 0.42±0.05（P < 0.001）、A2 期ではコントロール個体が 0.64±0.04、

ジアセチル経験個体が 0.40±0.03（P < 0.001）、A3期コントロール個体が 0.61±

0.03、ジアセチル経験個体が 0.34±0.03（P < 0.001）、A5期ではコントロール個

体が 0.51±0.03、ジアセチル経験個体が 0.34±0.03（P < 0.001）、A7期ではコン

トロール個体が 0.36±0.04、ジアセチル経験個体が 0.09±0.02（P < 0.001）であ

った（図 4 A1、A2、A3、A5、A7）。順応が認められなかった A9期の誘引率は

コントロール個体が 0.20±0.03、ジアセチル経験個体が 0.14±0.03であり、他の

成長ステージにおける誘引率と比較して大きく低下した。また、幼虫期におい



99 

 

て、行動開始領域に存在する個体の割合は、実験開始 90 分後においても 0.4 以

上を示したが、YA 期から A7 期の順応が成立した期間では 0.1 以下を示し、成

虫脱皮後に運動が活発になるものと考えられる。 

 

3-1-2．飼育温度の異なる野生型線虫のジアセチル順応成立期間のまとめ 

野生型線虫を 15°C、20°C、25°C で飼育し、各成長ステージにおけるジアセチ

ル順応の獲得について調べた。各温度で飼育した線虫において、ジアセチル順

応は YA期から確認することができた。ジアセチル順応の成立は、成虫になった

YA 期から成立することが明らかとなった（図 2、3、4、5）。飼育温度は線虫の

成長速度に大きく影響し、高温での飼育は成長速度を加速させ、低温では減速

させる。15°C で飼育された線虫は、20°C で飼育された個体よりも寿命は長くな

るが、ジアセチル順応の成立可能な期間は短くなった。一方、25°C で飼育され

た線虫は、20°C で飼育された個体よりも寿命が短くなるにも関わらず、ジアセ

チル順応の成立期間の延長が確認された（図 5）。 
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図 2．15°C で飼育した野生型線虫の成長ステージ別におけるジアセチル経験後のジア

セチルに対する反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に

存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間

ごとの反応率を示す。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。15°C

で飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率の有意な低下は YA 期から A3 期におい

て確認された。n≧14。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 3．20°C で飼育した野生型線虫の成長ステージ別におけるジアセチル経験後のジア

セチルに対する反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に

存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間

ごとの反応率を示す。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。20°C

で飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率の有意な低下は YA 期から A5 期におい

て確認された。n≧14。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 4．25°C で飼育した野生型線虫の成長ステージ別におけるジアセチル経験後のジア

セチルに対する反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に

存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間

ごとの反応率を示す。白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。25°C

で飼育した場合、ジアセチル経験個体の誘引率の有意な低下は YA 期から A7 期におい

て確認された。n≧18。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 5．15°C、20°C、25°C で飼育した野生型線虫のジアセチル順応成立期間 白はコン

トロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90 分の誘引率を示す。横軸は各

成長ステージを示している。どの飼育温度においても、ジアセチル順応は YA期から成

立し、15°Cでは A3 期、20°Cでは A5 期、25°Cでは A7 期まで順応が認められた。成立

期間は飼育温度に依存することが明らかとなった。*：P < 0.05、***：P < 0.001。 
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3-2．活性酸素発生レベルの異なる変異体 

3-2-1．活性酸素発生レベルの低い変異体のジアセチル順応成立期間 

活性酸素発生レベルの低い isp-1変異体はミトコンドリア電子伝達系の複合体

IIIに変異を持つ酸素消費量が低下した長寿命変異体であり（Feng et al., 2001）、

clk-1 変異体は電子伝達系を通じた活性酸素種の発生が低下している長寿命変異

体である（Larsen and Clarke, 2002）。野生型線虫の実験結果より、ジアセチル順

応は飼育温度に関係なく、YA期から成立することが明らかとなっており（図 5）、

isp-1 および clk-1 変異体を 20°C で飼育した場合でも YA 期から成立が認められ

た（図 6）。それぞれの温度下で飼育したこれらの変異体が、どの成長ステージ

までジアセチル順応を成立させることができるかについて解析した。 

 

（1）isp-1変異体の順応成立期間 

 卵の状態から 15°C で飼育した isp-1 変異体のジアセチル順応の成立期間につ

いて調査した。0.1%ジアセチル条件付け直後の、ジアセチル経験個体の 0.01%

ジアセチルに対する誘引率の低下は A2 期まで確認され、A3 期では確認されな

かった（図 7）。このことから、15℃で飼育した isp-1変異体の順応の成立期間は

YA から A2 期であるといえる。行動実験を開始した 90 分後の誘引率は、A2 期

ではコントロール個体で 0.57±0.03、ジアセチル経験個体で 0.42±0.04 であり、

ジアセチル経験個体が有意に低い値を示した（P < 0.01）。一方、A3期の誘引率

はコントロール個体で 0.56±0.02、ジアセチル経験個体で 0.48±0.03 であった。

A2 および A3 期の行動開始領域に存在する個体の割合は、両個体群とも 0.1 以

下を示し、ほとんどの個体が行動開始領域から移動していることがわかる。 

 isp-1変異体を 20°C で飼育した場合では、ジアセチル順応は A3期まで確認さ

れた。A3期における 90分後の誘引率は、コントロール個体で 0.30±0.03、ジア
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セチル経験個体で 0.19±0.02であった（P < 0.05、図 8 A3）。A5期では順応は確

認されず、コントロール個体で 0.11±0.02、ジアセチル経験個体で 0.09±0.02で

あり、いずれも低い値を示した（図 8 A5）。領域外に存在する割合は、成長ステ

ージに関わらず両個体群において高い値を示した（図 8、Other / Total）。 

 25°C で飼育した場合のジアセチル順応は A5 期まで確認され、A7期では確認

されなかった（図 9）。行動実験開始 90 分後の誘引率は、A5 期のコントロール

個体で 0.15±0.03、ジアセチル経験個体で 0.04±0.01であり、ジアセチル経験が

有意に低い値を示した（P < 0.01）。A7期における誘引率はコントロール個体で

0.09±0.02、ジアセチル経験個体で 0.09±0.03 であった。isp-1 変異体を 25°C で

飼育した場合、20°C で飼育した場合と比較して順応の成立期間の延長が認めら

れたが、15°C、20°C で飼育した場合と比べ、その誘引率は低い値を示した。行

動開始領域に存在する個体の割合は、A5 および A7 期の変異体どちらの両個体

群も 0.6以上を示しており、行動開始領域からほとんど移動していないことが明

らかとなった（図 9）。 

 

（2）clk-1変異体の順応成立期間 

卵の状態から各温度で飼育した clk-1変異体のジアセチル順応の成立期間につ

いて調査した。15°C で飼育した場合、0.1%ジアセチル条件付け直後の、ジアセ

チル経験個体の 0.01%ジアセチルに対する誘引率の低下は A2 期まで確認され、

A3 期では確認されなかった（図 10）。isp-1 変異体同様、15°C で成長した clk-1

変異体の順応の獲得が可能な期間は YA期から A2期であることが明らかとなっ

ている。実験開始 90 分後の誘引率は、A2 期のコントロール個体で 0.55±0.03、

ジアセチル経験個体で 0.31±0.04 であり、ジアセチル経験個体が有意に低い値

を示した（P < 0.001）。A3期における誘引率はコントロール個体で 0.32±0.04、
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ジアセチル経験個体で 0.31±0.03であった。A2 期の行動開始領域に存在する割

合および領域外に存在する割合は、ジアセチル経験個体がコントロール個体よ

りも有意に高い値を示した（P < 0.001、図 10 A2）。 

 20°C で飼育した場合、ジアセチル順応は A3 期まで確認され、A5期では確認

されなかった（図 11）。A3 期のジアセチル経験個体の誘引率は、実験開始から

コントロールよりも有意に低下し、90分後の誘引率は、コントロール個体で 0.61

±0.04、ジアセチル経験個体で 0.33±0.04であった（P < 0.001）。行動開始領域

および領域外に存在するジアセチル経験個体の割合はコントロール個体よりも

有意に低い値を示した（図 11 A3）。順応が確認されなかった A5期では、ジアセ

チル経験個体の誘引率がコントロールよりもわずかに低い値を示したが、有意

な差は認められなかった。実験開始 90分後の誘引率はコントロール個体で 0.44

±0.04、ジアセチル経験個体で 0.35±0.03であった。両個体群の行動開始領域お

よび領域外に存在する割合においても有意な差は確認されなかった。 

 25°C で飼育した場合、clk-1 変異体のジアセチル順応は A5 期まで確認され、

A7期では確認されなかった（図 12）。A5期ではジアセチル経験個体の有意な誘

引率の低下が認められ、実験開始 90 分後ではコントロール個体で 0.42±0.04、

ジアセチル経験個体で 0.18±0.03であった（P < 0.001）。clk-1変異体を 20°C で

飼育した場合は A3 期までであったことから、25°C で飼育した場合では順応の

獲得期間が延長していることが確認された。A7 期の両個体群の誘引率は同程度

の値を示し、実験開始 90 分後ではコントロール個体で 0.17±0.03、ジアセチル

経験個体で 0.15±0.03 であった。A5期の行動開始領域に存在する割合は、ジア

セチル経験個体が有意に高い値を示すが、実験開始 90分後では両個体群とも 0.2

以下となり、多くの個体が行動開始領域から移動したことを示している。一方、

A7 期における行動開始領域に存在する割合は、両個体群とも 0.4 以上を示し、
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行動開始領域から移動しない個体が多いことを示した。 

 

3-2-2．活性酸素発生レベルの低い変異体のジアセチル順応成立期間のまとめ 

活性酸素発生レベルの低い長寿命の isp-1 変異体および clk-1 変異体のジアセ

チル順応の獲得はいずれも YA 期から認められた。15°C で飼育した場合は A2

期まで、20°C では A3期まで、25°C では A5期まで順応の成立が確認された（図

13）。活性酸素発生レベルの低い変異体線虫の順応の成立期間が温度条件に比例

して延長することが判明した。また、各温度で飼育した野生型線虫の順応成立

期間と比べると、isp-1 変異体、clk-1変異体の順応の獲得時期が、いずれの温度

条件下においても短縮していることが認められた（図 5、13）。 
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図 6． 20°Cで飼育した長寿命変異体のジアセチル順応成立期間 白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90分の誘引率を示す。横軸は 20°Cで飼育した

場合の成長段階を示す。活性酸素発生レベルの低い長寿命の isp-1および clk-1 変異体を

20°Cで飼育した場合、YA期から順応の成立が可能となり、A3 期まで確認された。 

*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 7．15°Cで飼育した isp-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A2期、下段は A3 期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。15°Cで飼育した isp-1変異体の A2期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A2：n=16、A3：n=24。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 8．20°Cで飼育した isp-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A3期、下段は A5期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。20°Cで飼育した isp-1変異体の A3期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意低い値を示した。A3：

n=24、A5：n=15。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 9．25°Cで飼育した isp-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A5期、下段は A7期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。25°Cで飼育した isp-1変異体の A5期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A5：n=12、A7：n=12。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 
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図 10．15°Cで飼育した clk-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A2期、下段は A3期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。15°Cで飼育した clk-1変異体の A2期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A2：n=21、A3：n=22。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 11．20°Cで飼育した clk-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A3期、下段は A5期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。20°Cで飼育した clk-1変異体の A3期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示す。A3：

n=33、A5：n=27。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 12．25°Cで飼育した clk-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A5期、下段は A7期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。25°Cで飼育した clk-1変異体の A5期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A5：n=20、A7：n=23。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 13．15°C、20°C、25°Cで飼育した長寿命変異体のジアセチル順応成立期間 白はコ

ントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90 分の誘引率を示す。横軸は

ジアセチル順応が成立した成長ステージと成立が確認できなかったステージを示す。活

性酸素発生レベルの低い長寿命の isp-1 および clk-1 変異体を 15°C で飼育した場合では

A2 期、20°C では A3 期、25°C では A5 期までジアセチル経験個体がコントロールより

も有意に低い値を示した。**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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3-2-3．活性酸素発生レベルの高い変異体のジアセチル順応成立期間 

活性酸素発生レベルの高い gas-1 変異体はミトコンドリア電子伝達系の複合

体 Iに、mev-1変異体は複合体 IIに変異をもち、野生型線虫よりも寿命の短い変

異体として知られている（Honda et al., 1993; Ishii et al., 1998; Senoo-Matsuda et al., 

2001）。gas-1変異体を通常の温度である 20°C で飼育した場合、野生型線虫と同

様に YA期からの順応獲得が確認された（図 14）。それぞれの温度下で飼育した

これらの変異体が、どの期間までジアセチル順応を獲得することができるか調

査した。ここでは、順応獲得が認められた成長ステージと、認められなくなっ

た成長ステージにおける反応について解析した。 

 

（1）gas-1変異体の順応成立期間 

 卵の状態から 15°C で飼育した gas-1 変異体のジアセチル順応の成立期間につ

いて調べた。0.1%ジアセチル条件付け直後の、ジアセチル経験個体の 0.01%ジア

セチルに対する誘引率の有意な低下は A5 期まで確認された。A5 期における誘

引率は実験開始からジアセチル経験個体の有意に低い値を示し、90 分後ではコ

ントロール個体で 0.25±0.03、ジアセチル経験個体で 0.11±0.02 を示した（P < 

0.001、図 15 A5）。A7 期においては順応を確認できず、実験開始 90分後の誘引

率は、コントロール個体で 0.23±0.02、ジアセチル経験個体で 0.21±0.02 であっ

た（図 15 A7）。両個体群の誘引率および行動開始領域の割合や領域外に存在す

る割合は同程度の値を示した（図 15 A7）。15°C 飼育における gas-1変異体のジ

アセチル順応の成立期間は YA から A5 期であることが明らかとなった。また、

15°C で飼育した gas-1 変異体の A5期と A7 期の線虫は、行動開始領域から移動

する個体が多い一方、領域外に存在する割合も多く、その値は 0.4以上を示した

（図 15 (C+D)/Total、Other/Total）。 
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 20°C で飼育した場合、ジアセチル順応は A7 期まで確認され、A9期では確認

されなかった（図 16）。A7 期における誘引率は、実験開始からジアセチル経験

個体がコントロール個体よりも有意に低い値を示し、90 分後の誘引率はコント

ロール個体で 0.33±0.02、ジアセチル経験個体で 0.16±0.03を示した（P < 0.001、

図 16 A7）。A9期の誘引率はコントロール個体で 0.10±0.02、ジアセチル経験個

体で 0.09±0.02を示し、有意な差は認められなかった（図 16 A9）。A9期の gas-1

変異体は生存を確認したうえで実験を行っているが、行動開始領域に存在する

割合は両個体群とも 0.6 以上を示し、ほとんどの個体が移動しないことが明らか

である。 

 卵の状態から 25°C で飼育した gas-1変異体のジアセチル順応は、A7期まで確

認され、A9期では順応の成立は認められなかった（図 17）。gas-1変異体を 20°C

で飼育した場合と同じ順応の成立期間を示したが、誘引率はどちらの個体群も

20°C で飼育した場合と比較して低下した。実験開始 90 分後の誘引率は、A7 期

ではコントロール個体で 0.14±0.02、ジアセチル経験個体で 0.06±0.01を示し（P 

< 0.05）、A9期ではコントロール個体で 0.04±0.02、ジアセチル経験個体で 0.04

±0.01 であった。また、A7 期、A9 期どちらも行動開始領域に存在する個体数

が多く、行動開始領域内からほとんど移動しないことがわかる。gas-1変異体の

活性酸素発生レベルは高く、野生型線虫よりも寿命が短い。高温での飼育は代

謝速度が増すため、活性酸素の発生レベルもより高くなる。過剰な活性酸素は

細胞へのダメージを与えるため、gas-1変異体の運動等に影響が生じ、20°C で飼

育した場合と比較して誘引率が減尐したものと考えられる。 

 

（2）mev-1変異体の順応成立期間 

卵の状態から各温度で飼育した mev-1 変異体のジアセチル順応の成立期間に
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ついて調査した。15°C で飼育した場合、mev-1変異体のジアセチル順応は A5期

まで確認され、A7 期では確認されなかった（図 18）。A5 期における実験開始

90 分後の誘引率は、コントロール個体で 0.020±0.004、ジアセチル経験個体で

0.005±0.002であり、ジアセチル経験個体が有意に低い値を示した（P < 0.01）。

A7 期の誘引率はコントロールで 0.008±0.005、ジアセチル経験個体で 0.008±

0.004 であった。mev-1 変異体は、他の線虫と比べて運動量が著しく低い線虫で

ある。そのため行動開始領域に存在する線虫の割合は、A5期のコントロール個

体で 0.88±0.01、ジアセチル経験個体で 0.90±0.01、A7期のコントロールで 0.86

±0.01、ジアセチル経験個体で 0.87±0.01であった。多くの個体が行動開始領域

内に留まっていることが明らかである。 

 20°C で飼育した場合、ジアセチル順応は A7 期まで確認された。実験中を通

してジアセチル経験個体の誘引率はコントロールよりも有意に低い値を示し、

実験開始 90 後においてはコントロール個体で 0.062±0.009、ジアセチル経験個

体で 0.018±0.005であった（P < 0.001、図 19 A7）。実験開始 10分においてジア

セチル経験個体の誘引率が負の値を示したが、これは実験プレートのコントロ

ール領域（A）に入った個体の数がジアセチル滴下領域（B）よりも多かったた

めである。行動開始領域に存在する割合はコントロール個体が有意に低い値を

示し、実験開始 90 分後の割合はコントロール個体で 0.69±0.02、ジアセチル経

験個体で 0.78±0.01 であった。他の飼育温度条件下の mev-1 変異体と比較し、

移動した個体数が多かったものと考えられる。A9期ではジアセチル順応の獲得

は確認されず、実験開始 90 分後における誘引率はコントロール個体で 0.021±

0.006、ジアセチル経験個体で 0.025±0.005であった（図 19 A9）。行動開始領域

に存在する割合は、どちらの個体群も 0.8以上を示し、多くの個体が行動開始領

域内に留まっていることが明らかとなった。 
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 25°C で飼育した場合、ジアセチル順応は A7 期まで確認され、A9期では確認

されなかった（図 20）。A7期の実験開始 90 分後の誘引率は、コントロール個体

で 0.024±0.006、ジアセチル経験個体で 0.005±0.003を示し（P < 0.01）、A9期

ではコントロール個体で 0.003±0.003、ジアセチル経験個体で 0.007±0.004を示

した。行動開始領域に存在する割合は、A7 および A9 期の両個体群とも 0.9 以

上を示した。生存は確認できるが、行動開始領域外へ移動する個体は尐なかっ

た。同じ活性酸素発生レベルの高い gas-1変異体は、野生型線虫や isp-1変異体、

clk-1 変異体のように充分な運動を示すが、mev-1 変異体の多くの個体は実験開

始領域に留まり、サインカーブやオメガターンのような運動をほとんど示さな

い。そのため、誘引率が顕著に低い値を示したものと考えられる。 

 

3-2-4．活性酸素発生レベルの高い変異体のジアセチル順応成立期間のまとめ 

活性酸素発生レベルの高い gas-1、mev-1 変異体のジアセチル順応の成立は、

いずれも YA期から確認され、15°C で飼育した場合 A5 期まで、20°C と 25°C で

は A7 期まで確認された（図 21）。野生型線虫ではそれぞれ、15°C では A3 期、

20°C では A5期、25°C では A7 期であり（図 5）、活性酸素発生レベルの高い gas-1

や mev-1変異体線虫では、15°C と 20°C で飼育した場合に順応成立期間の延長が

認められた。これら変異体は活性酸素の発生レベルが高い変異体である。過度

な活性酸素は線虫の生体内に害を及ぼす可能性があることから、25°C で飼育し

た場合、gas-1、mev-1 変異体の代謝速度が増し、それにともなう活性酸素が過剰

に発生した可能性がある。この過剰な活性酸素が、ジアセチルに対する順応の

獲得に影響したものと考えられる。 
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図 14． 20°Cで飼育した短寿命 gas-1変異体のジアセチル順応成立期間 白はコントロ

ール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90 分の誘引率を示す。横軸は 20°Cで

飼育した場合の成長段階を示す。活性酸素発生レベルの低い長寿命の gas-1 変異体を

20°Cで飼育した場合、YA期から順応の成立が可能となり、A7 期まで確認された。 

***：P < 0.001。 
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図 15．15°Cで飼育した gas-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A5 期、下段は A7 期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。15°Cで飼育した gas-1変異体の A5期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A5：n=18、A7：n=17。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 16．20°Cで飼育した gas-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A7 期、下段は A9 期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。20°Cで飼育した gas-1変異体の A7期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A7：n=16、A9：n=19。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 17．25°Cで飼育した gas-1変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセチ

ルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する

線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反

応率を示す。上段は A7 期、下段は A9 期の変異体であり、白はコントロール群、黒は

ジアセチル経験個体群を示す。25°Cで飼育した gas-1変異体の A7期におけるジアセチ

ル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A7：n=31、A9：n=15。*：P < 0.05、***：P < 0.001。 
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図 18．15°C で飼育した mev-1 変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセ

チルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在す

る線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの

反応率を示す。上段は A5 期、下段は A7 期の変異体であり、白はコントロール群、黒

はジアセチル経験個体群を示す。15°Cで飼育した mev-1変異体の A5 期におけるジアセ

チル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A5：n=43、A7：n=33。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 
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図 19．20°C で飼育した mev-1 変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセ

チルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在す

る線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの

反応率を示す。上段は A7 期、下段は A9 期の変異体であり、白はコントロール群、黒

はジアセチル経験個体群を示す。20°Cで飼育した mev-1変異体の A7 期におけるジアセ

チル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A7：n=34、A9：n=30。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 20．25°C で飼育した mev-1 変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジアセ

チルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在す

る線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの

反応率を示す。上段は A7 期、下段は A9 期の変異体であり、白はコントロール群、黒

はジアセチル経験個体群を示す。25°Cで飼育した mev-1変異体の A7 期におけるジアセ

チル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。

A7：n=18、A9：n=14。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 21．15°C、20°C、25°Cで飼育した短寿命変異体のジアセチル順応成立期間 白はコ

ントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90 分の誘引率を示す。横軸は

成長ステージを示す。活性酸素発生レベルの高い短寿命の gas-1および mev-1 変異体を

15°Cで飼育した場合では A5期まで、20°Cおよび 25°Cでは A7 期まで、ジアセチル経

験個体の誘引率がコントロール個体のそれと比べ有意に低い値を示した。 **：P < 0.01、

***：P < 0.001。 
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3-3．抗酸化剤による影響 

 抗酸化剤 α-LA を含む NGM プレート上で野生型線虫を卵の状態から 15°C、

20°C、25°C の温度条件下で飼育した。線虫のジアセチル順応の成立期間に与え

る α-LAの影響について、これまでの実験と同様、各成長ステージまで飼育した

線虫に 0.1%ジアセチルを 120分間経験させ、その後、0.01%ジアセチルに対する

反応を解析した。L3、L4 、YA期までの成長段階の判断は目視で確認しており、

YA期以降からは 1日毎に A1、A2…とした。α-LAを含む NGM プレート上で飼

育した場合でも、順応の成立は YA 期から成立を示す（図 22）。15°C、25°C の

飼育温度条件下における順応の成立について調査した。 

 

3-3-1．抗酸化剤による野生型線虫の飼育温度別における順応成立期間 

（1）15°Cで飼育した場合 

 α-LAを含む NGM プレート上において、卵の状態から 15°C で飼育した野生型

線虫のジアセチル順応は A2 期まで認められ、A3 期では確認されなかった。そ

れぞれの実験開始 90 分後の誘引率は、A2 期のコントロール個体で 0.68±0.05、

ジアセチル経験個体で 0.39±0.04（P < 0.001）、A3期のコントロール個体で 0.54

±0.03、ジアセチル経験個体で 0.48±0.04 であった（図 23）。A2 期では、実験

中を通してジアセチル経験個体の誘引率がコントロールよりも有意に低下した

（図 23 A2）。行動開始領域および領域外に存在する割合もコントロール個体が

有意に低い値を示し、ジアセチル経験個体よりも移動が活発であることがわか

る（図 23 A2）。A3期の誘引率では、実験開始からジアセチル経験個体がわずか

に低い値を示したが、有意な差は認められなかった（図 23 A3）。実験開始 90分

後における行動開始領域および領域外に存在する割合は両個体群とも同程度の

値を示した（図 23 A3）。 
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（2）20°Cで飼育した場合 

 α-LAを含む NGM プレート上で、卵の状態から 20°C の温度で飼育した野生型

線虫のジアセチル順応の成立は、これまでと同様、YA期から認められた（図 24）。

順応の成立は A3 期まで認められ、A5 期では認められなかった。それぞれの実

験開始 90 分後の誘引率は A3 期ではコントロール個体で 0.70±0.03、ジアセチ

ル経験個体で 0.61±0.04 であり（P < 0.001、図 24 A3）、A5期ではコントロール

個体で 0.70±0.03、ジアセチル経験個体で 0.67±0.03であった（図 24 A5）。行動

開始領域に存在する割合は、A3期、A5期の線虫どちらも 0.1以下を示し、ほと

んどの個体が行動開始領域内から移動していることが明らかとなった。 

 

（3）25°Cで飼育した場合 

 α-LAを含む NGM プレート上で、25°C の温度で飼育した野生型線虫のジアセ

チル順応の成立は A5 期まで認められ、A7 期では認められなかった（図 25）。

A5期の線虫では実験開始からジアセチル経験個体の誘引率がコントロール個体

よりもわずかに低い値を示し、90分後において有意な差が確認された。90分後

の誘引率はコントロール個体で 0.51±0.04、ジアセチル経験個体で 0.35±0.04で

あった（P < 0.01、図 25 A5）。A7期における誘引率はコントロール個体で 0.56

±0.04、ジアセチル経験個体で 0.52±0.05であり、有意差は認められなかった（図

25 A7）。α-LAを含むプレートにおいて、20°C で飼育した線虫の順応の獲得時期

は A3期までであったことから、25°C における A5期の順応の獲得は、温度の上

昇にともなう順応成立期間の延長を示している。 

 

3-3-2．抗酸化剤による野生型線虫のジアセチル順応成立期間のまとめ 

抗酸化剤 α-LAを含む NGMプレートで飼育した野生型線虫のジアセチル順応
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の成立期間は、15°C で飼育した場合 A2 期まで、20°C では A3 期まで、25°C で

は A5 期まで確認された（図 26）。通常の NGM プレートで飼育した野生型線虫

は、15°C で A3 期まで、20°C で A5 期まで、25°C で A7 期まで順応の成立が認

められた（図 5）。以上の結果より、α-LAを含む NGM プレートで飼育すること

による順応成立期間の短縮が明らかとなった。また、α-LAを用いた実験におい

ても、温度に依存した順応成立期間の延長が認められた。野生型線虫や活性酸

素発生レベルの異なる変異体では、順応の成立が確認できなかった成長ステー

ジのコントロール個体の誘引率が、順応が成立したコントロール個体のそれと

比較して低い値を示した（図 5、13、21）。一方、α-LAを用いた場合、それぞれ

の成長ステージにおけるコントロール個体の誘引率に大きな変化は認められな

かった。α-LA は老化の原因となる細胞の酸化ダメージを抑制する働きがある。

そのため、加齢による運動の低下を抑制した可能性が考えられる。 
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図 22．α-LA を含む NGM プレート上において 20°C で飼育した野生型線虫のジアセチ

ル順応成立期間 白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90 分

の誘引率を示す。横軸は 20°Cで飼育した場合の成長段階を示す。α-LAが存在する培地

で飼育した野生型線虫においても、YA期から順応の成立が可能となり、A3 期まで順応

が確認された。***：P < 0.001。 
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図 23．α-LAを含む NGM プレート上において 15°Cで飼育した野生型線虫の 0.1%ジア

セチル経験後の 0.01%ジアセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率

（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する

線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示す。上段は A2期、下段は A3期の線

虫であり、白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。α-LA 存在の下、

15°Cで飼育した野生型線虫の A2 期におけるジアセチル経験個体の誘引率は、コントロ

ール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。A2：n=16、A3：n=16。*：P < 0.05、

**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 24．α-LAを含む NGM プレート上において 20°Cで飼育した野生型線虫の 0.1%ジア

セチル経験後の 0.01%ジアセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率

（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する

線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示す。上段は A3期、下段は A5期の線

虫であり、白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。α-LA 存在の下、

20°Cで飼育した野生型線虫の A3 期におけるジアセチル経験個体の誘引率は、コントロ

ール個体のそれと比較し、有意に低い値を示した。A3：n=23、A5：n=25。*：P < 0.05、

**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 25．α-LAを含む NGM プレート上において 25°Cで飼育した野生型線虫の 0.1%ジア

セチル経験後の 0.01%ジアセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率

（(B-A)/Total）、行動開始領域に存在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する

線虫の割合（Other/Total）の時間ごとの反応率を示す。上段は A5期、下段は A7期の線

虫であり、白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群を示す。α-LA 存在の下、

25°Cで飼育した野生型線虫の A5 期における間でジアセチル経験個体の誘引率は、コン

トロール個体と比較し、有意に低い値を示した。A5：n=24、A7：n=20。*：P < 0.05、

**：P < 0.01。 
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図 26．α-LAを含む NGM プレート上において 15°C、20°C、25°Cで飼育した野生型線

虫のジアセチル順応成立期間 白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験

開始後 90 分の誘引率を示す。横軸はジアセチル順応が成立した成長ステージと成立が

確認できなかったステージを示す。α-LA 存在下で飼育した線虫において、15°C では

A2 期まで、20°C では A3 期まで、25°C では A5 期まで、ジアセチル経験個体の誘引率

はコントロール個体のそれと比較し有意に低い値を示した。**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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3-4．インスリン様シグナル伝達経路に関与する変異体 

動物の学習や寿命にはインスリンが強く関わっていることが知られている。

線虫のインスリン様シグナル伝達経路に関わる遺伝子として daf-2、age-1、daf-16

などが知られている。ここでは、daf-2および daf-16変異体を用いて同様の実験

を行い、ジアセチル順応に与えるインスリン様シグナル伝達系の影響について

解析した。daf-2および daf-16変異体は線虫の寿命や耐性幼虫の形成に関わって

いる（Kenyon et al., 1993; Kimura et al., 1997; Larsen et al., 1995; Paradis and Ruvkun, 

1998）。耐性幼虫は、幼虫期において生育環境の悪化にともない、幼虫期の状態

で成長を休止し、長期間生存することができる。長寿命の daf-2(m577)変異体と、

野生型線虫よりも寿命の短い daf-16(mu86)変異体を通常の飼育温度 20°C で飼育

した場合、どちらの変異体線虫も YA 期からの順応獲得が確認された（図 27）。

これら変異体を 15°C、25°C の温度条件下で飼育し、各成長ステージにおけるジ

アセチル順応の獲得について調査した。 

 

3-4-1．daf-2変異体のジアセチル順応成立期間 

インスリン/インスリン様成長因子受容体にコードされている daf-2 遺伝子は、

寿命や耐性幼虫の形成に関わっている。daf-2 変異体は抗酸化酵素のスーパーオ

キサイドディスムターゼ（SOD）のうちのMn SODをコードする sod-3の mRNA

量が野生型線虫よりも多く、活性酸素によりもたらされる酸化ダメージに対し

て強い耐性を持つ変異体である（Kimura et al., 1997; Honda and Honda, 1999）。そ

のため、daf-2 変異体は長寿命の線虫として知られている。本実験では系統の異

なる daf-2変異体 2種を用いて、各温度条件下で飼育した場合の順応の獲得の獲

得時期について解析した。 

 

（1）daf-2(m577)変異体 

卵の状態から 15°C の温度で飼育した daf-2(m577)変異体のジアセチル順応は

A7期まで確認された。計測中、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロール個

体よりも有意に低い値を示し、実験開始 90分後ではコントロール個体で 0.49±
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0.05、ジアセチル経験個体で 0.32±0.04を示した（P < 0.01、図 28 A7）。領域外

に存在する割合は実験開始以降ジアセチル経験個体が有意に高い値を示すが、

90分後においては両個体群に有意な差は認められなかった。A9期における誘引

率は、実験開始からジアセチル経験個体がコントロール個体よりもわずかに低

い値を示しているが、両者間に有意な差は認められなかった（図 28 A9）。実験

開始 90 分後における誘引率はコントロール個体で 0.35±0.04、ジアセチル経験

個体で 0.29±0.04 であった。A7 および A9 期の行動開始領域に存在する線虫の

割合は両個体群とも同程度の値を示し、有意な差は認められなかった。 

20°C で飼育した場合、ジアセチル順応の獲得は A3期まで確認され、A5期で

は確認されなかった（図 29）。A3 期の個体では、ジアセチル経験個体の誘引率

は実験開始からコントロールよりも有意に低下し、90 分後のコントロール個体

の誘引率は 0.60±0.03、ジアセチル経験個体は 0.42±0.04であった（P < 0.01、

図 29 A3）。行動開始領域に存在する割合は両個体群とも 0.1以下を示し、ほとん

どの個体が行動開始領域から移動したことがわかる。領域外に存在するジアセ

チル経験個体の割合はコントロール個体よりも有意に高い値を示した。順応獲

得が認められなかった A5期では、実験開始からジアセチル経験個体の誘引率が

コントロールよりもわずかに低い値を示し、30 分、40分後においては有意な差

が認められたが（P < 0.05）、50分以降では有意差は認められなかった（図 29 A5）。

実験開始 90 分後の誘引率はコントロール個体で 0.67±0.03、ジアセチル経験個

体で 0.60±0.03 であった。行動開始領域に存在する割合は、10、50、90 分後に

おいてジアセチル経験個体がコントロールよりも有意に低い値を示したが、い

ずれも 0.1以下であり、多くの個体が行動開始領域から移動している。領域外に

存在する割合は、開始 10分後では有意差が認められたが、20分以降では有意差

は確認できなかった（図 29 A5）。 
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卵の状態から 25°C で飼育した場合、daf-2(m577)変異体は孵化後、幼虫期以降

の成長を確認することができなかった。そのため、25°C 飼育における順応の解

析は行っていない。 

 

（2）daf-2(e1370)変異体 

卵の状態から 15°C で飼育した場合、0.1%ジアセチル条件付け直後の、ジアセ

チル経験個体の 0.01%ジアセチルに対する誘引率の低下は、daf-2(m577)変異体と

同様、A7期まで確認された。計測中、ジアセチル経験個体の誘引率はコントロ

ール個体よりも有意に低い値を示し、実験開始 90分後ではコントロール個体で

0.59±0.05、ジアセチル経験個体で 0.34±0.07を示した（P < 0.05、図 30 A7）。

行動開始領域および領域外に存在する両個体群の割合に有意差は確認されなか

った（図 30 A7）。A9 期の誘引率は、実験開始からジアセチル経験個体がコント

ロール個体よりもわずかに低い値を示したが、有意差は認められなかった（図

30 A9）。実験開始 90 分後における誘引率はコントロール個体で 0.36±0.07、ジ

アセチル経験個体で 0.28±0.07 であった。行動開始領域に存在する線虫の割合

は、ジアセチル経験個体がわずかに上回り、実験開始 20、30分後においては有

意な増加が認められた（P < 0.05）。 

20°C で飼育した場合、ジアセチル順応は A3 期まで確認され、A5期では確認

されなかった（図 31）。A3 期におけるジアセチル経験個体の誘引率は、実験開

始からコントロール個体のそれよりも有意に低い値を示し、90 分後ではコント

ロール個体で 0.76±0.02、ジアセチル経験個体で 0.65±0.03を示した（P < 0.01、

図 31 A3）。行動開始領域に存在する両個体群の割合は、実験開始 10分以降から

0.1 以下を示しており、実験直後から多くの個体が移動したことを示している。

領域外に存在する割合は、実験開始 10分後においてジアセチル経験個体が有意
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に高い値を示したが（P < 0.05）、20分以降では両個体群とも同程度の値を示し

た（図 31 A3）。A5期における誘引率は、実験開始からジアセチル経験個体がコ

ントロール個体よりもわずかに低い値を示したが、有意差は認められなかった

（図 31 A5）。実験開始 90分後の誘引率はコントロール個体で 0.68±0.06、ジア

セチル経験個体で 0.65±0.07であった。行動開始領域に存在する割合は、A3期

と同様に、実験開始 10 分後から 0.1 以下となり、実験開始直後からほとんどの

個体が行動開始領域から移動している。行動開始領域および領域外に存在する

両個体群の割合に有意な差は確認されなかった。 

daf-2(e1370)変異体を 25°C で飼育した場合、daf-2(m577)変異体同様、孵化は行

うが、幼虫期以降の成長を確認することができなかった。 

 

3-4-2．daf-2変異体のジアセチル順応成立期間のまとめ 

これまでに、線虫の順応成立期間は飼育温度に比例し、低温の飼育では短縮、

高温の飼育では延長することが明らかにされている。しかし、daf-2 変異体では

2つの系統のどちらも逆の現象が引き起こされた。15°C で飼育した場合は A7期

まで、20°C では A3 期までジアセチル順応が誘発された（図 35）。また、25°C

の条件下では、daf-2変異体の成長を確認することはできなかった。 

 

3-4-3．daf-16変異体のジアセチル順応成立期間 

耐性幼虫の形成に関わる daf-16 遺伝子の変異体は、生育に適さない環境下で

あっても耐性幼虫となることができず、寿命の調節に深く関わっている（Kenyon 

et al., 1993; Larsen et al., 1995）。daf-16(mu86)変異体を 20°C で飼育したところ、

YA期から A7期までの成長ステージで順応の成立が確認された（図 27）。15°C、

20°C、25°C の温度条件下で飼育した場合の、ジアセチル順応の獲得について解
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析した。 

15°C で飼育した daf-16変異体のジアセチル順応の獲得時期について調査した。

0.1%ジアセチル条件付け直後の、0.01%ジアセチルに対するジアセチル経験個体

の誘引率の有意な低下は A3 期まで確認され、A5 期では確認されなかった（図

32）。計測中の A3 期の誘引率は、ジアセチル経験個体がコントロール個体より

も有意に低い値を示し、実験開始 90分後における誘引率はコントロール個体で

0.49±0.03、ジアセチル経験個体で 0.28±0.02であった（P < 0.001、図 32 A3）。

行動開始領域および領域外に存在するジアセチル経験個体の割合は、コントロ

ール個体のそれよりも高い値を示した（図 32 A3）。A5期における誘引率は、コ

ントロール個体で 0.26±0.03、ジアセチル経験個体で 0.22±0.03を示し、有意な

差は確認されなかった（図 32 A5）。 

 20°C で飼育した場合、ジアセチル順応は A7 期まで確認され、A9期では確認

されなかった（図 33）。A7 期のジアセチル経験個体の誘引率は、計測中、コン

トロール個体よりも低い値を示し、50分と 90分後において有意差が認められた

（P < 0.05）。90分後の誘引率はコントロール個体で 0.32±0.05、ジアセチル経験

個体で 0.17±0.03であった（図 33 A7）。ジアセチル経験個体とコントロール個

体の行動開始領域および領域外に存在する割合に有意差は認められなかった

（図 33 A7）。一方、A9期では、コントロール個体とジアセチル経験個体の誘引

率に有意差は認められなかった。実験開始 90分後の誘引率はコントロール個体

で 0.17±0.03、ジアセチル経験個体で 0.20±0.04であった（図 33 A9）。両個体群

の行動開始領域および領域外に存在する割合においても有意な差は確認されな

かった。20°C で飼育した野生型線虫では、YA期から A5期において順応が確認

された（図 5）。以上の結果は、daf-16 変異体の順応成立期間は野生型線虫と比

較し延長することを示している。また、活性酸素発生レベルの高い短寿命の gas-1
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変異体と mev-1変異体では、20°C の飼育で A7期まで順応が確認されており（図

21）、daf-16変異体も同様の結果となった。 

 25°C で飼育した場合、daf-16 変異体のジアセチル順応は A5 期まで確認され、

A7 期では確認されなかった（図 34）。A5 期のジアセチル経験個体の誘引率は、

実験開始からコントロール個体よりも有意に低下し、実験開始 90分後ではコン

トロール個体で 0.28±0.03、ジアセチル経験個体で 0.18±0.03を示した（P < 0.05、

図 34 A5）。行動開始領域に存在する両個体群の割合は 0.4以上を示しており、多

くの個体が行動開始領域に留まっているものと考えられる。7期の両個体群の誘

引率は同程度の値を示し、実験開始90分後ではコントロール個体で0.17±0.02、

ジアセチル経験個体で 0.19±0.03を示した（図 34 A7）。行動開始領域および領

域外に存在する両個体群の割合においても有意な差は認められなかった。 

 

3-4-4．daf-16変異体のジアセチル順応成立期間のまとめ 

daf-16 変異体のジアセチル順応は、15°C では A3 期まで、20°C では A7 期ま

で、25°C では A5期まで確認された（図 35）。20°C で飼育した場合と比較して、

15°C の飼育温度では順応の成立期間に短縮が認められた。25°C で飼育した線虫

の順応の成立期間は延長することが確認されているが、daf-16変異体では期間の

短縮が認められた。 
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図 27．20°C で飼育した daf-2 (m577)および daf-16(mu86)変異体のジアセチル順応成立

期間 白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90 分の誘引率を

示す。横軸は 20°C で飼育した場合の成長段階を示す。インスリン様シグナル伝達経路

に関する変異体においても、YA期から順応が成立し、daf-2 (m577)変異体では A3 期ま

で、daf-16(mu86)変異体では A7 期まで順応が確認された。*：P < 0.05、**：P < 0.01、

***：P < 0.001。 
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図 28．15°Cで飼育した daf-2(m577)変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジ

アセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存

在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ご

との反応率を示す。上段は A7 期、下段は A9期の変異体であり、白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群を示す。15°Cで飼育した daf-2(m577)変異体の A7期におけ

るジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を

示した。A7：n=22、A9：n=21。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 29．20°Cで飼育した daf-2(m577)変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジ

アセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存

在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ご

との反応率を示す。上段は A3 期、下段は A5期の変異体であり、白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群を示す。20°Cで飼育した daf-2(m577)変異体の A3期におけ

るジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を

示した。A3：n=28、A5：n=16。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 

 

 

 

 

 

 



148 

 

 

 

 

 

図 30．15°Cで飼育した daf-2(e1370)変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジ

アセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存

在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ご

との反応率を示す。上段は A7 期、下段は A9期の変異体であり、白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群を示す。15°Cで飼育した daf-2(e1370)変異体の A3期におけ

るジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を

示した。A7：n=12、A5：n=12。*：P < 0.05。 

 

 

 

 

 

 



149 

 

 

 

 

 

図 31．20°Cで飼育した daf-2(e1370)変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジ

アセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存

在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ご

との反応率を示す。上段は A3 期、下段は A5期の変異体であり、白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群を示す。20°Cで飼育した daf-2(e1370)変異体の A3期におけ

るジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を

示した。A3：n=17、A5：n=8。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 
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図 32．15°Cで飼育した daf-16(mu86)変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジ

アセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存

在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ご

との反応率を示す。上段は A3 期、下段は A5期の変異体であり、白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群を示す。15°Cで飼育した daf-16(mu86)変異体の A3 期におけ

るジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を

示した。A3：n=24、A5：n=23。*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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図 33．20°Cで飼育した daf-16(mu86)変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジ

アセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存

在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ご

との反応率を示す。上段は A7 期、下段は A9期の変異体であり、白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群を示す。20°Cで飼育した daf-16(mu86)変異体の A7 期におけ

るジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を

示した。A7：n=8、A9：n=16。*：P < 0.05。 
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図 34．25°Cで飼育した daf-16(mu86)変異体における 0.1%ジアセチル経験後の 0.01%ジ

アセチルへの反応行動 ジアセチルに対する誘引率（(B-A)/Total）、行動開始領域に存

在する線虫の割合（(C+D)/Total）、領域外に存在する線虫の割合（Other/Total）の時間ご

との反応率を示す。上段は A5 期、下段は A7期の変異体であり、白はコントロール群、

黒はジアセチル経験個体群を示す。25°Cで飼育した daf-16(mu86)変異体の A5 期におけ

るジアセチル経験個体の誘引率は、コントロール個体のそれと比較し、有意に低い値を

示した。A5：n=26、A7：n=8。*：P < 0.05、**：P < 0.01。 
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図 35．15°C、20°C、25°Cで飼育した daf-2変異体および daf-16変異体のジアセチル順

応成立期間 白はコントロール群、黒はジアセチル経験個体群の実験開始後 90 分の誘

引率を示す。横軸はジアセチル順応が成立した成長ステージと成立が確認できなかった

ステージを示す。daf-2変異体では 15°Cで A7期、20°Cで A5期まで順応が認められた。

daf-16変異体では 15°Cで A3期、20°Cで A7期、25°Cで A5期まで順応が認められた。

*：P < 0.05、**：P < 0.01、***：P < 0.001。 
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表 1．それぞれの線虫におけるジアセチルに対するジアセチル順応獲得可能時期 

 

 

 

4．考察 

4-1．野生型線虫のジアセチルに対する順応の成立期間 

 線虫は、0.1%のジアセチルに対して誘引行動を示すことが明らかとなって

いる（Matsuura et al., 2004, 2007, 2009）。YA 期の野生型線虫に 0.1%ジアセチルを

エサの無い条件下で 120 分経験させると、0.01%ジアセチルに対する誘引行動が

低下する。ここで生じるジアセチル順応は学習の一種である。順応を示すこと

ができる時期は、通常の飼育温度（20°C）において YA期から A5 期の間である

ことが先行研究より報告されており（伊藤、2007、佐藤、2008）、本研究でも同

様の結果が得られた（図 5）。成虫脱皮後の加齢にともない、ジアセチルに対す

る誘引率は、ジアセチル経験の有無に関わらず低下する。この現象は Matsuura

らの研究により確認されており、老化による運動能力の低下が可能性として考
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えられている（Matsuura et al., 2007、伊藤、2007、佐藤、2008）。老化の主な要

因として、活性酸素による生体内への酸化ダメージの蓄積を挙げることができ

る。本論文の第 1 章では、活性酸素がジアセチル順応の持続時間を延長させる

のに必要であることを明らかにした。活性酸素はエネルギー代謝にともない発

生する。線虫は飼育温度を変えることで寿命を容易に調節することが可能であ

る。低温では代謝が緩やかなため活性酸素の発生は低くなり長寿命となる。一

方、高温での飼育は代謝が活発になり、活性酸素の発生量が多くなることで短

寿命となる。寿命と代謝速度は深く関係していることが指摘される（Heise et al., 

2003; Voorhies and Ward, 1999）。野生型線虫を低温または高温で飼育し、それぞ

れの成長時期におけるジアセチル順応の成立について調査したところ、15°C あ

るいは 25°C で飼育した場合のいずれも、順応の獲得は YA期から確認された（図

5）。線虫は脱皮を 4 回繰り返し、成虫となる。幼虫期では、コントロール個体

においても誘引率は低く、ほとんどの個体が実験プレートの行動開始領に留ま

っている（図 2、3、4）。幼虫期ではジアセチルの感覚受容器が未発達、あるい

は感覚受容からの神経伝達が未熟である可能性が示唆される。 

野生型線虫のジアセチル順応はそれぞれ、15°C では A3 期、20°C では A5期、

25°C では A7期まで認められた（図 5）。YA期以降は 1日毎に A1、A2…とした

ため、同じ A1期の線虫でも 15°C と 25°C の飼育温度下では体内の活性酸素発生

量が異なる。25°C で飼育した野生型線虫は代謝速度が速まり、それにともなう

活性酸素の発生レベルは高くなる。そのため老化の要因となる細胞の酸化ダメ

ージが増すことで老化が早まり、寿命は短くなるが、順応はより長い期間で獲

得可能であることを明らかにした。一方、15°C で飼育した線虫では、ジアセチ

ル順応の成立期間が短縮した。飼育温度は線虫の代謝速度に関わり、それにと

もなう活性酸素の発生レベルを大きく左右することから、ジアセチルに対する
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嗅覚順応の獲得には活性酸素が影響していることを示唆している。活性酸素が

ジアセチルに対する嗅覚順応の保持時間に関与していることをこれまでの研究

によって明らかにしており（Matsuura et al., 2009; Nishino et al., 2013）、本実験に

おいてもこれを支持する結果が得られた。 

 

4-2．活性酸素発生レベルの異なる変異体線虫の順応の成立期間 

活性酸素の発生レベルが異なる変異体はそれぞれ寿命が異なる。活性酸素発

生レベルが低い isp-1 変異体と clk-1 変異体は野生型線虫よりも長寿命の線虫で

あり、活性酸素発生レベルの高い gas-1変異体および mev-1変異体は短寿命の線

虫である。これら変異体においても、ジアセチル順応は YA期以降成立すること

が明らかとなった（図 6、14）。野生型線虫と同様に、幼虫期ではジアセチルに

対する感覚受容器の未発達、あるいは感覚受容からの神経伝達が未熟であるた

めに順応の発現が誘発されない可能性が示唆される。 

活性酸素発生レベルの低い isp-1変異体および clk-1変異体を 15°C、20°C、25°C

の温度で飼育した場合、順応の獲得が可能な期間は 15°C で A2期まで、20°C で

A3期まで、25°C で A5期までであった。順応の成立期間は飼育温度に依存して

延長していることが確認された（図 13）。野生型線虫では 15°C で A3 期、20°C

で A5 期、25°C で A7 期までであったことから、isp-1、clk-1 変異体では順応成

立期間が短縮することが明らかとなった。isp-1 はミトコンドリア電子伝達系の

複合体 IIIにコードしており、isp-1変異体はミトコンドリア内における活性酸素

発生レベルを抑制している（Feng et al., 2001; Hekimi and Guarente, 2003）。clk-1

はコエンザイム Q合成酵素の形成に関わっており、変異体は ATP産生に必須な

酸化的リン酸化反応が抑制されることによって活性酸素の発生が低下している

（Larsen and Clarke, 2002、Kayser et al., 2004b）。これら報告の一方で、clk-1変異
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体は代謝関連の遺伝子発現が増加しており、ミトコンドリアの生合成が増加し

ていること、また、エネルギーの生産量は野生型線虫と同程度であることが報

告されている（Cristina et al., 2009、Hekimi and Guarente, 2003、Kayser et al., 2004a）。

同時に抗酸化酵素群の遺伝子発現も亢進しており、clk-1 変異体は細胞内の活性

酸素を抑制している。そのため、clk-1 変異体は活性酸素を除去する働きが強く

なると考えられる。活性酸素の発生レベルの低い変異体線虫のジアセチル順応

の獲得時期は、野生型線虫と比較して短くなることから、活性酸素は感覚受容

の鈍感化、あるいは順応行動を発現させるための感覚受容による情報伝達とエ

サのない環境を適合するための経路に影響を与えている可能性がある。 

活性酸素発生レベルの高い gas-1変異体および mev-1変異体では、15°C で A5

期、20°C の飼育で A7 期まで確認され（図 21）、野生型線虫と比較して順応の成

立期間の延長が認められた。一方、25°C で飼育した場合、順応は野生型線虫と

同じく A7 期まで観察された。これらの変異体は短寿命であり、gas-1、mev-1変

異体の YA以降の生存日数は gas-1変異体で 10.27±0.12日、mev-1 変異体で 8.53

±0.14日である（Matsuura et al., 2009）。gas-1、mev-1遺伝子はミトコンドリア電

子伝達系の複合体 I、IIをそれぞれコードしており、変異体は活性酸素が過剰に

生成される（Hartman et al., 2001、Kondo et al., 2005、Senoo et al., 2001）。過剰な

活性酸素の発生は細胞への酸化ダメージを与える原因となり、酸化ダメージの

蓄積による細胞死や突然変異の頻度の増加は生体内へ悪影響を及ぼす。gas-1、

mev-1 変異体は活性酸素の発生レベルが高い変異体線虫であるため、25°C での

飼育は活性酸素をより過剰に生成した可能性が高い。25°C で飼育した場合、活

性酸素発生レベルの高い変異体では、生体内における酸化ダメージ等の影響が

強く、順応の獲得時期が延びなかったものと考えられる。以上ことは、順応獲

得の期間には限界があり、線虫にとっては A7期までであると予想される。 
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通常の飼育温度で育った野生型線虫の運動量は老化にともない低下し、A5期

以降では大きく減尐する（Matsuura et al., 2007）。野生型線虫や変異体では、ジ

アセチル順応の獲得の有無に関わらず成虫脱皮後数日で誘引率の低下が確認さ

れた（図 5、6、14）。これら誘引率の低下は、運動量の低下によりもたらされた

可能性が示唆された。 

 

4-3．順応の成立期間におよぼす抗酸化剤の影響 

抗酸化剤 α-LAを含んだ NGMプレート上で野生型線虫を卵の状態から飼育す

ると、野生型線虫の成長は通常の NGM プレートで飼育した場合よりも約一日遅

延する。ここでも、ジアセチル順応の獲得は YA期から認められた（図 22）。各

飼育温度における順応の獲得期間は、通常の NGM プレートで飼育した野生型線

虫よりも短縮された（図 5、26）。一方、温度に比例した獲得時期の延長も確認

された。15°C で飼育した場合 A2 期まで、20°C では A3 期まで、25°C では A5

期まで順応の成立が確認された（図 26）。α-LA はミトコンドリア内においてエ

ネルギー代謝に重要な補酵素として働き、グルタチオンの産生を促進する（Han 

et al., 1997; Pic et al., 1995）。グルタチオンは、SODが活性酸素を分解した際に生

成する過酸化水素の代謝に働くグルタチオンペルオキシターゼが消費している

抗酸化物質である。α-LA を飼育培地である NGM に含ませることで、線虫の生

体内における活性酸素を除去し、活性酸素レベルを抑制したことで、通常の

NGM プレートで飼育した場合よりも順応の成立期間が短縮したものと考えら

れる。以上の結果は、活性酸素がジアセチル順応の獲得に大きく関与している

ことを示唆している。また、成虫脱皮から 5 日以降の線虫では運動量が大きく

減尐すると報告されているが（Matsuura et al., 2007）、α-LAを含む NGM プレー

トを用いて 20°C で飼育した野生型線虫の A2 期から A5 期のコントロール個体

の誘引率は同程度の値を示た（図 22）。α-LA の抗酸化能力は成虫脱皮から老化
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に向かう線虫の運動量を一定に保持する可能性があるかもしれない。 

 

4-4．インスリン様シグナル伝達経路に関与する変異体線虫の順応の成立期間 

全ての動物において、エネルギー代謝にはインスリンの作用が重要な役割を

担っている。線虫においても同様で、インスリン様シグナル伝達経路はエネル

ギー代謝に深く関わっており、寿命にも大きく影響している。さらに、線虫の

学習にインスリン様シグナル伝達経路の作用が影響している可能性について報

告されている（Matsuura et al., 2009）。本実験では、線虫の順応成立時期と活性

酸素の関係について調査し、活性酸素の発生レベルが低く長寿命の線虫におけ

る順応成立時期の短縮、活性酸素の発生レベルの高い短寿命の個体における時

期の延長を明らかにした。同様に、寿命調整に関与するインスリン様シグナル

伝達経路上に存在する daf-2および daf-16遺伝子にも注目した。daf-2、daf-16遺

伝子は線虫の寿命や耐性幼虫の形成に関与しており、daf-16は daf-2の下流に位

置し、daf-2は daf-16 に対して抑制的に働いている（Kenyon et al., 1993; Kimura et 

al., 1997; Larsen et al., 1995; Paradis and Ruvkun, 1998）。daf-2遺伝子はインスリン/

インスリン様成長因子受容体にコードされており、長寿命の変異体としてよく

知られている。daf-16 遺伝子は耐性幼虫の形成に関与しており、その変異体は野

生型線虫と比較して寿命が短い。これらの変異体線虫を 20°C の温度条件下で飼

育を行い、各成長ステージにおける順応の成立について解析したところ、YA期

以降に順応が成立することが明らかとなった（図 27）。長寿命の daf-2 変異体で

は A3 期まで順応の成立が確認され、これより寿命の短い daf-16 変異体では A7

期まで成立が確認された。20°C で飼育した daf-2、daf-16変異体線虫の順応の獲

得時期は、これまでに得られた長寿命変異体や、短寿命変異体の知見と一致し

た（図 5、6、14、27）。一方、daf-2 変異体を 15°C で飼育した場合、順応は A7
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期まで認められた（図 35）。daf-16 変異体のジアセチルに対する順応の獲得は、

15°C の飼育条件下で A3 期まで確認され、野生型線虫と比較し順応の獲得時期

が短縮した（図 35）。一方、20°C では A7期まで順応が成立したのに対し、25°C

では A5期までであり、順応の獲得時期の短縮が認められた（図 35）。野生型線

虫や活性酸素の発生レベルに由来した寿命の異なる変異体は、飼育温度に比例

して順応の獲得時期が変化したが、インスリン様シグナル経路に由来する寿命

の異なる変異体では異なる結果が得られた。線虫のインスリン様シグナル伝達

経路は代謝や寿命、学習行動に深く関わっていることが知られている。学習に

はインスリンと活性酸素が拮抗的に作用するものと考えられるが、その関係に

ついては明らかではない。また、25°C で飼育した daf-2変異体は、幼虫期以降の

成長を確認することができなかった。これらの現象は系統の異なる daf-2(m577)

変異体と daf-2(e1370)変異体の両方で確認された。daf-2変異体の寿命の延長には

daf-16の活性が必要である（Henderson and Johnson, 2001; Libina et al., 2003; Lin et 

al., 1997）。25°C での飼育が線虫の耐性幼虫の形成に関わる daf-16を活性化させ

ることで耐性幼虫となり、それ以降の成長を誘導しなかった可能性が考えられ

る。 

 

4-5．まとめと今後の課題 

線虫の寿命はエネルギー代謝の変化によって決定される（Voorhies and word, 

1999）。エネルギー代謝にともない発生する活性酸素は、細胞への酸化ダメージ

をもたらし、老化を促進させる要因とされている（Ishii et al., 1998; Martin et al., 

1996; Sohal and Weindruch, 1996)。低温での飼育は、線虫の活性酸素発生を緩やか

にし、活性酸素の発生レベルの低い線虫では寿命が延長する。一方で、高温で

飼育した活性酸素発生レベルの高い線虫では寿命は短縮する。活性酸素の発生
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レベルが異なる場合においても、ジアセチルに対する嗅覚順応は YA期から成立

することが本実験より明らかとなった（図 5、6、14、22、27）。幼虫期における

順応獲得の不成立には、順応獲得に関与する感覚受容器や神経伝達系の未熟さ

が関与している可能性がある。 

線虫のジアセチル順応の獲得時期は、活性酸素の発生レベルが低い線虫にお

いて短く、活性酸素の発生レベルの高い線虫では延長した。過度な活性酸素は

細胞への酸化ダメージを与え、生体内に悪影響を及ぼし、加齢を促進させる主

な原因とされている。その一方、順応の獲得には必要な要因として大きく影響

することが明らかとなった。Morimoto らによる精子幹細胞の研究では、適度な

量の活性酸素が、精子幹細胞の生存や自己複製分裂機能に必要であることが報

告されている（Morimoto, et al., 2013）。また、活性酸素の過度な抑制は幹細胞に

おいて害をもたらすことから、適度な活性酸素量が機能維持に必要であると考

えられている（Liu and Finkel, 2013）。ジアセチル順応の獲得においても、活性酸

素の適度なバランスが重要であるといえる。 

線虫を含め、動物の寿命には活性酸素以外にインスリンの働きが大きく関与

している。インスリン様シグナル伝達回路に関わる長寿命の変異体線虫は 15°C

で飼育した場合にジアセチル順応の延長が確認され、短寿命の変異体線虫を

25°C で飼育した場合に順応成立の期間が短縮した（図 35）。インスリン様シグ

ナル経路はエネルギーの代謝にも関係している。代謝には活性酸素の発生が伴

うことから、順応の獲得においてインスリンと活性酸素は相互に作用している

と考えられる。しかし、その詳細なメカニズムは明らかではない。今後、実験

に使用する変異体の種類を増やして検討する必要がある。例えば、age-1 変異体

は長寿命の線虫として知られている（Friedman and Johnson, 1988; Johnson, 1990）。

daf-2 遺伝子がコードする受容体からのシグナルは、PI3 キナーゼシグナル伝達
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経路を活性する。この伝達経路にはそれぞれ age-1、pdk-1、akt-1 が関与してお

り、daf-16 に対して抑制的に働き、耐性幼虫の形成や寿命の調節、学習行動に関

わっている。daf-2 遺伝子の変異による寿命の延長には AMP キナーゼをコード

する AAK-2 の機能も必要であることが報告されており（Apfeld et al., 2004）、

aak-2変異体は寿命の短い線虫である。また、インスリンシグナル伝達経路と活

性酸素の関係を明らかにするためには、各温度で飼育した線虫や変異体の活性

酸素の発生レベルを直接的に測定する必要がある。活性酸素種の全体量および

活性酸素を分解したときに発生する過酸化水素量の測定を行うことで、活性酸

素の発生レベルやそれを除去する SODの活性程度を評価することが可能である。

これらを明確にすることで、学習の獲得に与えるインスリンと活性酸素の関連

性が明らかとなるだろう。 
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第 2 部 

覚醒マウスを用いた血流動態および脳酸素代謝の 

新規光イメージングシステムの構築 

 

1．序論と背景 

高等動物の脳は神経細胞の他にもグリア細胞や血管など、様々な機能をもつ

微小な細胞集団によって構成されている。神経細胞やグリア細胞の活動時には

酸素やグルコースが使われ、エネルギー代謝が行われる（Iadecola, 2004）。脳血

管系はこのエネルギー代謝によって消費された酸素やエネルギーとなるグルコ

ースを供給し、さらに老廃物を排出している。このように、脳を構成する微小

な細胞が脳内の代謝と供給のバランスを保つことで脳機能は維持されている。

神経細胞のエネルギー蓄積量には限りがあるため、血流による絶え間ない酸素

やエネルギーの供給は、脳機能の恒常性を維持するために必須である。神経が

活動すると、それにともない局所的な脳血管の拡張が生じ、脳血流が上昇する

（Roy and Sherrington, 1890）。脳血流が上昇すると神経活動部位への酸素やグル

コースの供給が増大する（Attwell et al., 2010）。脳神経活動時における血管拡張

は、神経活動による神経細胞や周辺のグリア細胞の一種であるアストロサイト

から放出される血管拡張因子により生じるとされているが（Gordon et al., 2008; 

Iadecola, 2004）、その完全なメカニズムは明らかではない。 

神経活動によりもたらされる血流変化などの脳血管反応性は、ポジトロン断

層画像法（PET）や機能的核磁気共鳴画像法（fMRI）、機能的近赤外分光法（NIRS）

等の脳イメージング画像法の信号源として用いられている。脳血流量や脳血液

量、脳酸素消費量といった脳機能の維持に関わる調節機序は認知症や脳疾患と
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深く関わっていることが知られており、これらのパラメータを用いた画像診断

や病態評価は、現代の臨床研究や医療現場において実際に利用されている。一

例として、アルツハイマー病では神経活動時に伴う脳血管反応性が低下すると

いった脳機能血管障害がもたらされており、病態の増悪因子となることが報告

されている（Iadecola, 2004; Nicolakakis et al., 2011）。 

PET による脳内のイメージング技術は、生体内へ蛍光トレーサーを投与する

ことで、脳血流やブドウ糖（グルコース）代謝、神経伝達機能、アミロイドな

ど様々な生体機能や生体内物質を画像化することができる。例えばヒト脳にお

ける脳血流や脳血液量といった脳循環動態や、酸素摂取率や酸素消費量といっ

た酸素代謝の PET 画像は脳卒中患者の病態診断において重要なパラメータとな

っている。脳卒中の評価指標としては、脳血流、脳血液量、酸素摂取率、酸素

消費量等の増加、減尐の程度を比較することで、病態の進行をステージ I、II、

IIIと評価している（Nemoto et al., 2004）。脳内メカニズムの解明は病態の診断や

評価、治療に大きく貢献することが期待されており、脳内イメージング法にお

ける脳循環動態や酸素代謝などの各パラメータの測定精度の向上が求められて

いる。近年では、脳血流の機序に毛細血管が積極的に関与することも示唆され

ており（Itoh and Suzuki, 2012）、微小血管系などの細やかな部位の機能について

も詳細に調査する必要がある。しかし、PET 装置による画像の解像度は数 mm

程度であり、これらの評価をヒトで行うには倫理的な限界が存在する。そのた

め、小動物を用いた基盤研究が必須となる。 

小動物を用いた実験ではウレタン、α-クロラロース、イソフルランなどの麻酔

を用いた実験が主流であるが、麻酔は脳微小循環系の反応に影響を与える

（Flecknell, 1987; Martin et al., 2006; Masamoto et al., 2007）。神経活動と脳血管反

応性の正確な評価を行うためには、麻酔を使用しない覚醒状態の動物を用いて、
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本来の脳機能を正確に測定する必要がある。また、脳の賦活時には、神経活動

とそれにともなう脳血流変化が引き起こされるが、これまでの脳賦活時におけ

る血管反応性に関する研究では、神経活動と脳血流の変化は別々に計測されて

きた。したがって、脳の血管反応時における神経活動と脳血流の関係を明らか

にするためには、両者の同時測定と比較解析が重要となる。小動物を用いてこ

れらを満たすことのできる脳賦活時の循環代謝測定が可能となれば、神経活動

と脳の血管反応性を正確に評価することができ、病態診断や評価の向上につな

がる。また、ヒトを対象では行えない薬物投与実験等が可能となる。さらに、

病態疾患モデル動物から、別々の測定では比較が難しい一過性の反応を同時に

捉えることも可能となる。 

小動物の脳はヒトと比べて非常に小さいため、循環代謝測定には高い空間解

像度をもつ新たなシステム開発が必要とされる。本研究では、これら条件を満

たす高速 CCDカメラシステムを用いた光イメージングシステムと、麻酔を使用

しない覚醒マウスの実験系を組み合わせることで、新しい光イメージング法を

構築した。この新規光イメージングシステムでは、酸素やエネルギーの供給に

寄与する脳血流と脳血液量、神経活動により代謝に使われる酸素の消費量の変

化を二次元的な画像として得ることが可能である。脳血流の測定にはレーザー

スペックルイメージング、脳血液量には内因性信号イメージング、酸素消費量

の測定にはフラビンタンパク質蛍光イメージングを使用した。脳血流と脳血液

量は同時測定が可能なシステムを開発し、これらイメージング法を用いたマウ

スの脳循環代謝における測定精度の評価を行った。本研究で用いている覚醒マ

ウスの実験系は Takuwaらによって既に確立されている（Takuwa et al., 2011）。

本実験は（独）放射線医学総合研究所との共同研究によって行われた。 
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2．実験方法 

2-1．使用した動物 

実験には生後 7～11 週齢のオスの C57BL/6J マウスを 8 匹用いた。1 つのケー

ジにつき 1匹を飼育し、水や餌は常に充分な量を用意した。室内は 25°C に調節

し、12 時間ごとの明暗周期で照明を管理した。実験ではマウスの脳表から直接

測定を行うため、これまでに確立されている慢性頭窓法に従いマウス頭部に頭

蓋窓を取り付けた（Tomita et al., 2005）。頭蓋窓は、脳表を暴露したマウス大脳

皮質体性感覚野上部に直径約 3mm のガラスプレートを装着し、デンタルセメン

トを用いて頭蓋骨とガラスプレートの隙間を密封したものである。頭蓋窓から

は、1 ヶ月以上にわたり安定したイメージングを行えることが確認されている

（Yoshihara et al., 2013）。そのため、同一個体からの観察を長期間行うことが可

能である。手術の最後に、頭部固定用のアルミ製のプレートをマウスの頭部に

デンタルセメントを用いて接着した（図 1a）。マウス頭部に頭蓋窓を施す手術お

よび固定具の装着はイソフルラン麻酔下で行っており、実験を行う 1 週間以上

前にこれらの外科的処置を行った。なお、頭蓋窓の手術および動物実験等は、

動物実験等に関する法令に従い、放射線医学総合研究所の機関内規程に基づい

て実施した。 

 

2-2．実験手順 

はじめに、マウスの頭部に装着したアルミ製のプレートを実験装置の金属ロ

ッドにネジ止めし、頭部のみを固定した。この時、マウスはスチロール製のボ

ールに乗せているため、肢の動きは拘束することなく自由に運動が可能である

（図 1b）。ボールは圧縮空気によりわずかに浮遊した状態であり、マウスの運動

に合わせて回転する。マウス頭部に取り付けた頭蓋窓が対物レンズと平行にな
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るよう調節し、対物レンズの真下に固定した。 

次に、高速 CCDカメラ（MiCAM02、Brainvision、Tokyo、Japan）と測定装置

を組み合わせた光イメージングシステムを用いて、マウスの頭蓋窓から脳表の

脳血流、脳血液量、酸素消費量を測定した。高速 CCDカメラはサンプリングレ

ート（1 秒あたりのサンプル数）が多く、本実験では 50Hz で撮影を行うことで

脳表から得られる脳循環代謝の変化を正確に撮像することを可能とした。脳賦

活時の脳血流、脳血液量、酸素消費量の変化を比較し、それぞれの関係性を評

価するため、覚醒マウスの頬ヒゲに空気流を与えた。マウスの頬ヒゲは体性感

覚野のバレル構造と対応しており、1本のヒゲからの情報は 1つのバレルへと伝

えられる。頬ヒゲに与えられる刺激のシグナルは三叉神経核、VPM 核を介して

バレルに伝達される（Erzurumlu and Gaspar, 2012）。右側の頬ヒゲは左脳、左側

の頬ヒゲは右脳の体性感覚野と対応しているため、頭蓋窓を取り付けている位

置と反対側の頬ヒゲに空気流を与えた。 

脳血流および脳血液量の測定はそれぞれ、レーザースペックルイメージング

（LSI）と内因性信号イメージング（IOSI）を用いて行った。酸素消費量の測定

は、フラビンタンパク質蛍光イメージング（FAI）を用いて行った。はじめに LSI

と IOSIの同時測定を 40分間行い、次に FAI測定を 40分間行った。その後、レ

ーザードップラ―血流計（LDF）を用いて脳血液流量の測定を 40分間行った（図

2c）。各測定では高速 CCD カメラを用いて 40 秒間の撮影を 20～30 回行った。

撮影開始 10秒後、覚醒マウスの頬ヒゲに空気流刺激を 10秒間与え、残り 20秒

は安静状態とした。継続的なヒゲへの空気流刺激は感受性を低下させるため、

試行毎に 30 秒間のインターバルを設け、この間の撮影は行わないものとした。

空気流を与えるエアーチューブはマウスに触れることなく、空気流刺激が頬ヒ

ゲ全体にあたる位置に設置した。刺激周波数は 10 Hz とし、刺激時間および刺激
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周波数はMaster-8（A.M.P.I., Jerusalem, Israel）より管理した。 

 

 

 

 

 

図 1．頭部固定用プレートと実験中のマウスの設置 aはマウス頭部に装着した固定用

アルミ製プレートであり、bは実験中における頭部のみを固定したマウスの様子である。

頭部固定用プレートは中央部分が空いており、この間にネジを通して固定している。ス

チロール製のボールは圧縮空気によってわずかに浮遊しており、マウスの運動に合わせ

て回転する。 

 

 

2-3．LSI と IOSIの同時測定 

脳血流は LSIを用いて測定した。マウスの脳表には生体内透過性の高い 780nm

のレーザー光を照射した。脳表にレーザー光を照射することで光は赤血球の動

きによって散乱し、レーザー散乱光が干渉するとランダムな斑点模様（スペッ

クル）が生じる。このスペックルは赤血球の動体速度に比例して変化しており、
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LSI 測定における高速 CCD カメラはこの変化を撮影している。撮影した画像は

ピクセルごとの血流量を演算して二次元マッピング化し、血流量変化の差分処

理を行うことで脳血流の時間変化率を可視化した。LSI単独の測定ではマウスの

頭蓋窓から脳表の脳血流を安定して測定できることが報告されている（Takuwa 

et al., 2011）。 

脳血液量は IOSIを用いて測定を行った。570nm のバンドパスフィルタを介し

たハロゲンランプ（LS-LHA、住田光学ガラス、Saitama、Japan）をマウスの脳

表に照射し、その反射光を高速 CCDカメラで撮影した。血液を構成するヘモグ

ロビン量は脳血液量の変化にともない変化する（Martin et al., 2006; Zhao et al., 

2011; Ma et al., 2013）。血液内のヘモグロビンには酸素と結合した酸化ヘモグロ

ビンと酸素と解離した還元ヘモグロビンが存在する。本実験ではこれらヘモグ

ロビンの等吸光点に近い 570nm の光を照射した。酸化ヘモグロビンおよび還元

ヘモグロビンが光を吸光するとその反射光は減尐する。IOSI 測定における高速

CCD カメラはこの反射光の変化を撮影しており、反射光の変化は総ヘモグロビ

ン量の変化を意味している。 

実験では、LSI と IOSI の撮像法を組み合わせ、同測定部位から脳血流と脳血

液量の同時測定を行った。2 つの異なる蛍光波長の光はダイクロイックミラー

（580nm）を用いて分離した（図 2 a）。 

 

2-4．FAI測定 

酸素消費量は FAI を用いて測定した。450nm のバンドパスフィルタを介した

ハロゲンランプをマウスの脳表に照射し、脳細胞から発せられる自家蛍光強度

変化を高速 CCDカメラで撮影した。脳神経活動時には酸素が消費される。酸素

代謝が拮抗することで、ミトコンドリア電子伝達系内のフラビン蛋白は酸化型



175 

 

となる。この酸化型フラビン蛋白は青色波長の光を照射すると緑色波長の自家

蛍光を発する。FAI 測定で用いる 450nm の励起光は青色波長の光であり、これ

により発せられた脳細胞からの自家蛍光は、ロングパスフィルタ（> 500nm）を

介して 535nm のバンドパスフィルタを通り、高速 CCDカメラによりその蛍光強

度が撮影される（図 2 b）。ここで得られる自家蛍光強度の変化は、酸素消費量

の変化を反映している。 

 

2-5．LDF測定 

 LDF（FLO-C1、OMEGAWAVE、Tokyo、Japan）を用いた脳血流および赤血球

濃度の計測は、前述の測定より得られた体性感覚野の関心領域（ROI）で行った。

LDF プローブ（Type NS、OMEGAWAVE、Tokyo、Japan）は ROI の脳表と垂直

になるよう設置した。LDF測定はプローブ先端から照射したレーザー光（780nm）

の反射光を電気信号に変換することで、生体組織の血流情報を検出することが

できる。反射光は赤血球の動きによってドップラー効果を受ける。ここで生じ

る光の周波数変調（ドップラーシフト）の程度は赤血球速度の変化を示し、光

量は赤血球濃度の変化を示す。これらの積から脳血流が求められる。従って LDF

システムは脳血流、赤血球速度、赤血球濃度の 3 つのパラメータを同時に得る

ことができる。また、LDFは半径約 1mm 半球における脳血流量の変化を測定す

ることが可能である（Nilsson, 1984）。記録はアナログデータレコーダー

AcqKnowledge（Biopac Systems、Goleta、CA）を用いて行った。サンプリングレ

ートは 10 Hz であり、データは 20 試行の平均値とした。 

 

2-6．データ解析 

 LSI と IOSI の同時測定より得られた画像から直径約 1mm の ROI を定め、そ
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れぞれで計測される脳血流、脳血液量の時間反応曲線を ROI から求めた。同時

測定より決定した ROI は位置や大きさを固定したまま保存が可能である。FAI

測定より得られた画像にも同じ ROI を適用し、そこから酸素消費量の時間反応

曲線を求めた。LSI と IOSI 同時測定と FAI 測定は連続して行っており、測定法

の切り替えにはロングパスフィルタの設置とバンドパスフィルタの入れ替え作

業を行うのみで、マウスへの接触や固定位置の移動等は行わない。そのため、

LSI と IOSI 同時測定、FAI 測定における時間反応曲線は、同一領域から得られ

たものである。LDF測定もこれらROI上に LDFプローブを設置して行っている。

LSI と IOSI 同時測定による脳血流および脳血液量の変化と、LDF による脳血流

および赤血球濃度の変化は、同じ領域から得られたものであるといえる。LSI

および IOSIによる脳血流量と脳血液量の反応率や、LDFによる脳血流、赤血球

濃度の反応率は、ベースラインと 10秒間の賦活刺激時の反応を比較することで

求めた。FAIによる酸素消費量の賦活時の反応率は、脳血液による影響があるた

め、ベースラインと刺激開始 2 秒間における賦活時の反応を比較して求めた。

統計分析には t 検定および相関係数を用いた。 
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図 2．実験装置の模式図と実験プロトコル （a）LSIと IOSIの同時測定および LDF測

定による実験装置の模式図と、（b）FAI測定の模式図を示す。実験のプロトコルを（c）

に示す。はじめに、LSIと IOSI同時測定を行い、その後、ロングパスフィルタの設置

とバンドパスフィルタを入れ替え、FAI測定を行った。最後に LDF測定を行った。各

測定時間は 40分とした。Takuwa et al., 2014より引用、一部改変。 
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3. 結果 

3-1．LSI、IOSI、FAI によるイメージング画像 

イメージング画像は 1個体につき約 20試行の平均をとったものである。基と

なるベースライン画像と、脳血流、脳血液量、酸素消費量の様子を示したそれ

ぞれの安静時（賦活刺激 1秒前）、賦活時の刺激 1秒後と 5秒後の画像を比較し

た（図 3）。マウス頬ヒゲへの空気流刺激による賦活開始から 1 秒後に FAI にお

いて大きな反応がみられ、酸素消費量の増加が確認された（図 3 FAI）。賦活開

始 5秒後では LSIと IOSIにおいて大きな反応がみられ、それぞれ脳血流と脳血

液量の増加が確認された（図 3 LSI、IOSI）。賦活による脳循環動態と酸素代謝

を LSI、IOSI、FAIによるイメージング画像の比較から、脳賦活時には先に酸素

消費量が上昇し、その後、脳血流および脳血液量の増加が起こることが確認さ

れた。図 3の LSI測定によるイメージング画像では光の強度変化率を±10%とし

ており、IOSI および FAI のイメージング画像では変化率を±4.5%として示して

いる。このことから、LSI によって測定される脳血流の増加率は、IOSI による

脳血液量や FAIによる酸素消費量の増加率よりも大きいことが明らかとなった。 
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図 3．脳血流、脳血液量、酸素消費量イメージング画像 1個体の脳表から得た画像サ

ンプルを示す。上から LSIによる脳血流、IOSIによる脳血液量、FAIによる酸素消費量

を表すイメージング画像。左からベースライン、安静時、賦活刺激 1秒後と 5 秒後のイ

メージング画像。賦活 1秒後では FAI測定による反応が大きく、5秒後では LSIと IOSI

測定による反応が大きい。脳賦活時では先に酸素消費量が上昇し、その後脳血流、脳血

液量が上昇することを意味している。黒丸は関心領域である ROIを示す。画像はマウ

ス左脳の体性感覚野に設置した頭蓋窓をほぼ全体的に撮像したものであり、上側がマウ

スの鼻先である。イメージング画像は頬ヒゲへ空気流刺激を与えるテスト 20試行分を

平均して得た。Takuwa et al., 2014 より引用、一部改変。 
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3-2．LSI、IOSI、FAI、LDFによる時間反応率 

 体性感覚野上の ROIから LSI、IOSI、FAI、LDF測定によるそれぞれのパラメ

ータの時間経由における反応率を時間反応曲線として示した。 

 

3-2-1．LSI と IOSI 同時測定による時間反応曲線 

 LSI と IOSI の同時測定における時間反応曲線は、刺激開始から両者とも上昇

しており、脳賦活によって脳血流と脳血液量が増加したことが確認された（図 4 

LSI & IOSI）。LSIと IOSIの増加率を比較すると、LSIによる脳血流の増加率が

大きいことがわかる。刺激終了後、どちらのパラメータもわずかに上昇し、そ

の後、緩やかな下降を示した。ベースラインと賦活時の増加率を比較すると、

LSI による脳血流は IOSI による脳血液量よりも有意に高く（P < 0.01）、LSI で

7.6±3.7%、IOSIで 2.7±1.8%であった（図 5 a）。 

 

3-2-2．FAI測定による賦活時の反応 

FAI測定からのシグナルは酸素消費量を反映している。FAIの時間反応曲線か

ら、賦活後すぐに酸素消費量が増加していることがわかる（図 4 FAI）。その後

は急激な下降を示し、賦活刺激終了後も緩やかな低下を示した。この緩やかな

低下は、脳血液量の増加が影響している可能性がある（考察参照）。刺激前のベ

ースラインと刺激後 2 秒間の反応率を比較した FAI（酸素消費量）の増加率は

1.9±0.8%であった。LSI、IOSIによる脳血流、脳血液量の増加率と比較すると、

FAIの増加率はそれらよりも小さいことが明らかとなった。 

 

3-2-3．LDF測定による賦活時の反応 

LDF測定より、脳血流と赤血球濃度の時間反応曲線を示した（図 4 LDF）。刺
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激後、脳血流量、赤血球濃度は徐々に上昇し、刺激終了後は緩やかな下降を示

した。賦活時における脳血流、赤血球濃度の増加率を比較すると、脳血流は 5.6

±1.2%、赤血球濃度は 2.8±1.7%であった（図 5 b）。LSIと IOSIの反応と同様に、

脳血流量の変化は赤血球濃度と比較し、有意に高い値を示した（P < 0.01）。 
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図 4．各パラメータの時間反応曲線 上から、LSIと IOSI の同時測定、FAI測定、LDF

測定による ROIより得られた時間反応曲線を示す。縦軸は反応率、横軸は刺激開始 10

秒前から刺激後 30秒、計 40秒間の時間を示している。LSI、IOSI の同時測定において、

グレーの線は脳血流、黒の線は脳血液量を示している。FAI測定では酸素消費量を示し、

LDFではグレーの線が脳血流、黒の線が赤血球濃度を示している。各測定による時間反

応曲線は同一の ROIから得られたものである。Takuwa et al., 2014 より引用改変。 
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図 5．賦活時における LSI と IOSIの同時測定と LDF測定による血流量と赤血球濃度

の増加率 （a）LSI、IOSI同時測定による賦活時の脳血流（CBF）と脳血液量（CBV）

の増加率を示す。（b）LDF 測定による賦活時の脳血流（CBF）と赤血球濃度（RBC 

concentration）の増加率を示す。縦軸は刺激前のベースラインを 0%とした場合の変化率

を示している。*：P < 0.05。Takuwa et al., 2014 より引用改変。 
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4. 考察 

4-1． LSIおよび IOSI 同時測定と LDF測定の比較 

頬ヒゲに対して空気流刺激を与えた時の覚醒マウスの脳表における脳血流お

よび脳血液量の変化を LSIと IOSIの同時測定により評価した。体性感覚野上の

脳表に設置した約 1mm の ROIから得られた反応曲線より、賦活時の脳血液量の

増加率は脳血流のそれよりも小さいことが確認された（図 4 LSI & IOSI）。ヒト

の PET 研究において、脳賦活時の脳血流の増加は脳血液速度に寄与しており、

脳血液量の関与は小さいことが報告されている（Ito et al., 2003）。LSIと IOSIの

同時測定により得られた結果は、これらの関係性と一致した。また、賦活後か

らの脳血流の増加と、脳血液量の増加のタイミングにわずかなズレが確認され

た。これは、脳血流が先に上昇したことによって、ヘモグロビン量（脳血液量）

が増えたために生じた結果であると考えられる。 

覚醒マウスを用いた LDF 測定は、脳血流および赤血球濃度の変化を安定して

評価することが可能である（Takuwa et al.,2011, 2012, 2013a, b）。賦活時における

赤血球濃度の増加率は脳血流の増加率よりも低いことが明らかとなっており、

本実験で行った LDF 測定においても同様の結果が得られた（図 4 LDF）。全血液

中における赤血球容積率を示すヘマトクリットは、ヘモグロビンと並行して変

動しており、血液量はヘモグロビン量に依存する（Ma et al., 2013; Martin et al., 

2006; Zhao et al., 2011）。IOSIによる脳血液量の測定は、脳血液内の酸化ヘモグロ

ビンと還元ヘモグロビンの総ヘモグロビン量の変化を反映していることから、

IOSI 測定で得られる脳血液量の変化は、LDF 測定で測定される赤血球濃度の変

化に対応すると考えられる。LSI と IOSI の同時測定により得られる脳血流、脳

血液量の賦活時における増加率変化と、LDF 測定より得られる脳血流、赤血球

濃度の賦活時における増加率変化が類似している点もこのことを支持している。 
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LSI と LDF によるそれぞれの脳血流の増加率を比較すると、両者の増加率に

有意な相関認められた（r < 0.85、図 6 a）。両者の相関性は麻酔下にあるラット

を用いた研究においても確認されている（Dunn et al., 2001）。LSIによる脳血流

量の増加は LDFで測定されるものよりもわずかに高い値を示す（図 5）。これは、

同測定部位から測定される深さの違いによりもたらされると考えられる。脳の

賦活によって、細動脈はその径を拡張させることで脳血流の増加を引き起す。

LSIは脳表の血流変化を測定しており、LDF は脳表から約 1mm 半球の血流量変

化を測定している。脳表より深部には多くの毛細血管が存在する。半球 1mm の

範囲内から得られる脳血流の変化は、脳表の大きな血流量の変化以外に、深部

の毛細血管におけるわずかな血流量の変化も捉え、平均化している可能性が高

い。そのため、LDF による脳血流の増加率は LSI による脳血流の増加率よりも

低い値を示した可能性がある。IOSIによる脳血液量の増加率と LDFによる赤血

球濃度の増加率を比較すると、両者ともほぼ同程度の値を示し、有意な相関が

あることが認められた（r < 0.92、図 6 b）。毛細血管における赤血球の割合は変

化しないことから（Chen et al., 1994）、LDF により測定される約 1mm 半球にお

ける赤血球量は一定であると仮定される。ヘマトクリットはヘモグロビンとと

もに変動することから、一定量の赤血球量における総ヘモグロビン量は一定で

ある。そのため、IOSI による脳血液量（総ヘモグロビン量）と LDFによる赤血

球濃度の変化は類似した結果となったと考えられる。 

覚醒マウスから得られる LSIと IOSIの同時測定による脳血流、脳血液量の変

化は、ヒトの PET 研究より得られた賦活時の脳血流、脳血液量の変化とよく一

致し（Ito et al., 2003, 2005）、同一部位から測定した LDFによる脳血流、赤血球

濃度の変化とも有意な相関が得られた。LSI、IOSIの同時測定は脳血流と脳血流

量の関係性を的確に評価できるものと期待できる。 
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図 6．LSI、IOSI同時測定と LDF測定による増加率の比較 （a）：賦活時における脳

血流の増加率についての相関。縦軸は LSIによる脳血流、横軸は LDFによる脳血流の

増加率を示す。（b）：賦活時における脳血液量と赤血球濃度の増加率についての相関。

縦軸は IOSIによる脳血液量、横軸は LDFによる赤血球濃度を示す。LSI、IOSI同時測

定と LDF測定で得られたそれぞれのパラメータには、有意な相関が認められた。（a）：

r < 0.85、（b）：r < 0.92。Takuwa et al., 2014 より引用。 
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4-2．FAI測定と LSI測定の比較 

脳内における神経細胞と血管系は密接な相互関係をもち、神経活動には多く

のエネルギーと酸素を必要とする。脳血管系はこれらを供給しており、脳神経

の活動時には酸素の消費量が増加する。酸素を消費し、エネルギー代謝を行う

ことで生じるミトコンドリア電子伝達系内の酸化型フラビン蛋白の自家蛍光強

度の変化は、感覚刺激および神経活動に依存しているため、脳機能イメージン

グに適していることが報告されている（Shibuki et al., 2003; Vazquez et al., 2012）。

FAI 測定は動物実験において神経活動を評価するために広く用いられている

（Honma et al., 2013; Neethu et al., 2014; Shibuki et al., 2003; Takahashi et al., 2006; 

Vazquez et al., 2012）。これまでに、ヒトの PET研究において、神経活性時の脳血

流の増加率は、酸素消費量よりも大きいことが明らかとなっている（Ito et al., 

2005; Seitz and Roland, 1992; Vafaee and Gjedde, 2000）。本実験においても、LSI、

IOSI同時測定における LSI（脳血流）の賦活時の増加率が、FAI測定による酸素

消費量のそれよりも大きいことを確認した（図 4 LSI & IOSI、FAI）。 

図 3 より、覚醒マウスの頬ヒゲに空気流刺激を与えて脳を賦活させると、先

に酸素消費量が増加し、その後、脳血流、脳血液量の増加が起こることを確認

した。一方で、脳血流、脳血液量が増加するとともに酸素代謝量が大きく減尐

した。これには、脳血流量が増えたことによる血液内のヘモグロビンの増加が

影響しているものと考えられる。FAI測定では 450 nm の励起光をマウス脳表に

照射することで、脳細胞から発せられる自家蛍光強度の変化を測定している。

ここで発せられた自家蛍光の波長は、ヘモグロビンが吸光する波長でもある。

神経活性時の酸素消費にともない脳血流が上昇することで、総ヘモグロビンが

増加する。ヘモグロビンの増加は自家蛍光の吸光を強くする。したがって、FAI

による賦活時数秒後の自家蛍光強度の急激な低下には、ヘモグロビンによる自
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家蛍光の吸光が関与している可能性が高い。ヘモグロビンがどの程度影響して

いるのか明確ではないため、今後、IOSI 測定による脳血液量と FAI 測定による

酸素消費量の変化を同時に測定可能なシステムを構築し、FAI の下降時と IOSI

の上昇時の傾向を比較する必要がある。 

酸素消費量（CMRO2）と脳血流量（CBF）の関係式は、酸素摂取量 OEFと動

脈血全体の酸素含有量 Caより、CMRO2 = CBF×OEF×Caと表される。神経活動

時に伴う脳血流の増加による酸素やエネルギーの供給は、エネルギー需要の変

化に見合うものであるかどうか、未だ明確ではない。Hyderらより、有効酸素拡

散能 D値を組み込むことで、神経活動の変化にともなう酸素消費量の変化（需

要）に見合っただけの脳血流の変化（供給）が起こると定義されている（Hyder 

et al., 1998）。Hyderらのモデルより、D値と CBF、OEFの関係は OEF = 1－e
(－D/CBF)

と表される。D値は PET により測定された OEF、CBFの値で求めることが可能

である。Hyderらのモデルを、はじめに記した CMRO2と CBFの関係式に当ては

めると CMRO2 = CBF×Ca×(1－e
(－D/CBF)

) の関係式が成り立つ。 

酸素消費量 CMRO2と脳血流量 CBFの関係は D値によって決定することがわ

かる。Hyderらのモデルは毛細血管から脳組織への酸素拡散について定義するも

のであり、D値は毛細血管の体積に比例するパラメータを意味する。D 値は神

経活動の変化にともなう毛細血管の血管径の変化に依存していると想定してシ

ミュレーションを行い、慢性低酸素環境下ではマウス脳血管径の拡張、急性高

酸素環境下では血管収縮が観察された。その結果、D値が脳組織における毛細

血管径の変化と関係していることが確認された（Tajima et al., 2014; Takuwa et al., 

2013a）。 

これまでの酸素消費量 CMRO2は仮定した値であったが、本実験の FAI測定に

より得られた値を CMRO2として置き換えたところ、これまでのシミュレーショ
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ンとほぼ一致した結果が得られた。したがって、酸素消費量と脳血流は、有意

な相関があることが明らかとなった（r < 0.91、図 7）。 

覚醒マウスから得た FAIによる酸素消費量の変化は、ヒトの PET研究より得

られた結果と同様の傾向を示し、かつ、シミュレーション研究から得られた結

果とも一致していることから、今後の覚醒状態の動物を用いた基礎研究に有用

であることが示唆される。 

 

 

 

 

 

 

図 7．FAIと LSI測定より得られた酸素消費量と脳血流の増加率の比較 賦活時におけ

る酸素消費量と脳血流の増加率についての相関。縦軸は FAIによる酸素消費量の賦活時

の増加率、横軸は LSIによる脳血流の賦活時の増加率を示す。FAIと LSIの増加率の関

係は、シミュレーション結果と有意な相関が得られた。r < 0.91。Takuwa et al., 2014よ

り引用。 
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4-3．今後の課題 

本研究では、麻酔の影響のない覚醒状態のマウスから脳血流、脳血液量の変

化を同時に測定可能な LSIと IOSIの同時測定法および、酸素消費量の変化を測

定可能な FAI測定法を確立した。これら測定法から得られた結果は、ヒトの PET

研究や先行研究の結果とよく一致しており、脳内の血流動態と酸素代謝の関係

を適正に評価できることが期待される。LSI 測定と IOSI 測定を同時に行うこと

で、一過性の事象を 2 つのパラメータで得ることができ、これらの関係性を比

較しながら検討することが可能となる。脳活動における脳血流、脳血液量、酸

素消費量を測定することは、神経活動と脳の血管反応性の関係を評価すること

が可能であり、病態の診断や評価に非常に有用である。 

光イメージングは空間解像度が高いため、マウスなど小動物の脳機能解析に

適している。マウスは多くの病態モデルが存在し、侵襲的な解析や薬剤投与な

どを行う研究が可能であることから、新たな光イメージングによる計測はこれ

ら病態疾患の基礎研究に有効である。FAI測定による酸素消費量の変化は、ヘモ

グロビン量の変化が影響していることから、今後、FAI と IOSI による酸素消費

量と脳血液量の同時測定法を構築する必要性がある。また、これら光イメージ

ングにより得られた 3 つのパラメータ（脳血流、脳血液量、酸素消費量）が、

PET 測定で得られるパラメータとどの程度対応するか、実際の動物 PET 計測か

ら得られる結果と比較する必要がある。動物用 Open PETは検出器と測定対象動

物との間に広いスペースがあるため、これら光イメージングシステムを組み込

むことが可能である（Tashima et al., 2012）。動物 PETと光イメージングシステム

を組み合わせることで、複数の脳機能パラメータの関係性を詳細に明確にする

ことができる。病態モデルマウスを用いた応用研究や、病態メカニズムの解明

に大きく貢献できることが期待できる。 
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