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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト早産児相当の脳発達期における母子分離の影響について、ラットを用
いた母子分離モデルで検討を行った。母子分離された仔では成熟後の社会的認知能力の低下が見られ、攻撃性が
増加していた。更にこれらに関連の深い扁桃体及び内側前頭前皮質の興奮/抑制バランスを解析すると、抑制性
シナプスに関連する因子が低下していることが明らかとなった。このような母子分離による興奮/抑制バランス
の不均衡が、内側前頭前皮質や扁桃体の正常機能を狂わせることで過剰な攻撃性や社会性の異常を引き起こした
と考えられる。またこのような母子分離の影響は不可逆的なものではなく、その後の養育環境によって回復しう
る事も示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the influences of maternal separation (MS) during
 brain development equivalent to preterm infants in human using rat model. Our results showed that 
MS during brain development increased aggressive behavior and reduced the behavior related to social
 recognition after maturation. In addition, we found that reduction of various factors (VGAT, 
Neuroligin-2) related to inhibitory synapse in the amygdala and the medial prefrontal cortex of 
mature rat exposed to MS. Excitatory/inhibitory imbalance disrupts normal function in these regions,
 which leads to cause excessive aggression and abnormality of sociability. Our study also revealed 
these influences of MS are not irreversible, but rather can be recovered depending on nurturing 
environment after MS.

研究分野： 発達神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
周産期医療・生殖補助医療の発展等を背景

に日本における早産児の出生率は増加傾向
にある。早産児では高次機能障害の発生率が
高い事が危惧されているが、その分子機序は
未だに明らかとなっていない。我々はこの一
因として、母子間の身体的接触と脳発達の関
係性に注目している。早産児は新生児集中治
療室：NICU にて母親と分離された状態で保育
器内での厳密な体調管理がなされているが、
母親との身体的接触は児のストレス・不安を
緩和し予後を改善することが報告されてい
る。ヒトの脳発達から考えても、早産児に相
当する妊娠 28 週齢～出生までは樹状突起伸
長やシナプス形成等の神経回路網形成の臨
界期に相当し、高次機能獲得に重要で感受性
の高い時期である。実験動物を用いた研究に
おいてもこの時期の母子間接触の重要性が
指摘されており、この時期の母子分離は仔の
成熟後の記憶・学習能力の低下や抑うつなど
に関連した様々な行動異常を引き起こす事
が報告されている。我々は近年ラットを用い
た実験で母子分離がヒト早産児相当の脳発
達期に相当する時期に神経回路網形成に密
接に関連している脳由来神経栄養因子
(BDNF)及びその下流シグナルが海馬、扁桃体
および内側前頭前皮質で一過性に低下して
いることを見出した。このような時期の一過
性の影響が原因となって成熟後の様々な高
次機能に影響を与えていることが予測され
るが、関連する脳領域がどのように変化する
のか、あるいはそれがどのような高次機能の
異常へと繋がるかについては未だに知見に
乏しい。 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景とこれまでの当研究室
での結果から、本研究では早産児相当の脳発
達段階での母子分離が様々な脳部位の神経
回路網形成に影響を与え、それが高次機能に
影響を与える可能性が極めて高いと考えら
れる。そのため「早産児相当脳発達時期の母
子分離は正常な神経回路網形成を阻害し、そ
れが高次機能の異常へと繋がる」という仮説
の下に発達期の母子分離が成熟後の高次機
能とその関連脳領域をどう変化させるかに
ついて明らかにするために解析を行った。こ
のような研究はヒトを用いた臨床研究では
得がたい早産児における潜在的な脳発達リ
スクとその機序解明へと繋がるものである。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 母子分離動物の作製 
Sprague-Dawley ラットを用い、当研究室で

既に確立した母子分離方法にてモデル動物
の作製を行った (Int J Dev Neurosci. 2014; 
33: 15-21)。具体的には生後 1 日に雄 4 匹、
雌 4匹に間引きした後、ヒト早産児の脳発達
期間を含む生後 2-20 日まで仔を母獣から個

別に分離した(3 時間×2回/日: 9:00-12:00, 
13:00-16:00、MD 群：Maternal deprivation 
group)。対照群は間引き後、母獣と共に通常
飼育した(Mother reared control group：MRC
群)。生後 21日で離乳し、雄のみを 2匹/ケ
ージで通常飼育し、8～9週齢で各実験に用い
た。本実験はすべて香川大学動物実験委員会
の許可を得て、香川大学動物実験規則に従っ
て行われた。 
 
(2) 成熟後の各行動解析 
8～9 週齢の各群を用いて以下の社会性・攻

撃性に関連した行動解析を行った。 

① Resident-intruder paradigm test 
 W35cm×D50cm×H30cm の飼育ケージに各群
を単独で 3日間飼育し慣らした。その後に初
見で１週齢若く小さめのラットを入れて 10
分間のケージ内での行動 (主に攻撃行動)を
解析した。この試験は自分の領域内に入って
きた侵入者に対する攻撃性を評価するもの
である。 

② Social interaction test 
W40cm×D60cm×H30cm の容器に各群ラット

を入れた後に初見でかつ同週齢のラットを
入れ、臭い嗅ぎ行動等の接触時間を 10 分間
で解析した。見知らぬ同種の生体に対する社
会的な行動を評価するものである。 

③ Social preference test 
W30cm×D50cm×H40cm の各チャンバーが行

き来できる形で3つ繋がった容器を用いて行
った。片側に初見で同週齢のラットを入れた
シリンダーを置き、反対側にぬいぐるみの入
ったシリンダーを入れて各々のシリンダー
への接触時間を 10 分間測定した。同種の生
体と物体に対する反応の差を測定すること
で、社会行動を評価するものである。 

④ 3-chamber sociability and social 
novelty test 
③と同様の容器を用いて行った。1回目は

何も無い容器内で 10 分間自由に行動させて
慣らした。2回目は片側に初見で同週齢のラ
ットを入れたシリンダーを置き、反対側に空
のシリンダーを置いて各々への接触時間を
10 分間測定した。これは②と同じく初見のラ
ットに対する社会的な接触を評価するもの
である。3回目は空だったシリンダーに新た
に初見で同週齢のラットを追加し、各々への
接触時間を 10 分間測定した。これは 2回目
で既に接触したラットと新たに置かれたラ
ットをそれぞれ認識して社会行動を行うか
どうかを評価するもので、通常は各々を認識
して区別し既に接触したラットよりも初見
のラットへの社会的な接触を試みる。 
 
(3) 各脳領域における興奮/抑制性シナプス
関連蛋白質の発現量解析 
8～9 週齢の各群から様々な脳領域を採取

し、超遠心と Triton X-100 に対する溶解性
を利用してシナプトソーム画分およびシナ



プトソーム膜画分を回収し、各々の蛋白質が
集積する画分を用いてウェスタンブロット
にて興奮性シナプス及び抑制性シナプスに
関連した蛋白質の発現を比較した。 
 
(4) 関連脳領域の抑制性シナプス評価 
 8～9 週齢の各群を 4%パラホルムアルデヒ
ドにて灌流固定し、脳を採取して凍結切片を
作製した。(3)におけるウェスタンブロット
の結果から、扁桃体及び内側前頭前皮質の抑
制シナプス関連蛋白質が特に減少している
ことが示唆されたため、抑制ニューロンの前
シナプスのマーカーである vesicular GABA 
transporter (VAGT)と抑制シナプスの接着因
子であり後シナプスマーカーである
neuroligin-2 (NLGN-2)の抗体を用いて免疫
組織染色を行って陽性斑を解析ソフト
(MetaMorph)を用いて測定した。 
 
(5) 攻撃行動時の扁桃体活性解析 
 行動解析と組織解析の結果から、MD 群の過
剰な攻撃性は扁桃体の興奮/抑制バランス崩
壊が原因であることが考えられた。そこで 8
～9週齢の各群を用いて攻撃行動試験を行い
１時間後に 4%パラホルムアルデヒドで灌流
固定して脳を採取し、c-fos に対する抗体を
用いて免疫組織染色を行った。攻撃行動試験
時に活性化した細胞数をc-fos陽性細胞数を
測定することで評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 行動解析 
 Resident-intruder paradigm test におい
て MD 群は MRC 群よりも攻撃性が高いことが
見出された（Fig. 1A）。更に興味深い事に、
MD群ではMRC群ではほとんど見られない飛び
跳ね行動が有意に見られた（Fig. 1B）。立ち
上がり回数の増加などの活動量が増大して
いたこととあわせて過剰な興奮状態になっ
ていると考えられる。 
 また社会性に関しては、Social 
interaction test、Social preference test
及び 3-chamber sociability and social 
novelty test の 2回目の試験では両群に変化
は認められず、少なくともこのような試験で
解析できる単純な社会行動には差がないこ
とが示された。一方で3-chamber sociability 
and social novelty test の 3 回目の試験で
MRC 群は既に接触したラット(Familiar rat)
よりも新たに置かれたラット(Novel rat)の
周囲に滞在する時間が長く臭い嗅ぎ等で接
触を試みる社会行動が多いのに対して、MD 群
は両者を区別して接近・接触を試みる時間の
比率が MRC 群と比較して有意に低かった 
(Fig.2)。これは MD 群の社会的認知能力が低
下している事を示唆する結果である。 
 
 
 

 
Fig.1: Resident-intruder paradigm test の結果 
MD 群では MRC 群に比べ、攻撃性が高く飛び上がり回数も
有意に多い（n = 12）. 

 
Fig.2: 3-chamber sociability and social novelty test
（3 回目の試験）の結果 
MRC 群は既に知っているラットと初見のラットを識別し
て初見ラットへ多く接触しようとするのに対して、MD 群
では初見のラットへの接触時間の比率がMRC群に比べて
有意に低下していた（n = 14）. 

 
(2) 各脳領域における興奮/抑制性シナプス
関連の蛋白質発現 
 MD 群では興奮性シナプスに関連した蛋白
質(vesicular glutamate transporter 1/2, 
postsynaptic density 95, neuroligin-1, 
NMDA 型グルタミン酸受容体サブユニット
2A/2B)の発現には顕著な変化は認められな
かった。一方で抑制性シナプスに関連した蛋
白質 (VGAT, NLGN-2)は扁桃体（Fig. 3A）と
内側前頭前皮質（Fig. 3B）で有意に減少し
ていた。またその他の抑制性ニューロン
(Glutamate decarboxylase 65)およびシナプ
スに関連する蛋白質の発現(Glutamate 
decarboxylase 67, Gephyrin)についても有
意に減少が認められた。 

 
Fig.3: 抑制性シナプス関連蛋白質の発現 
MD 群では扁桃体(A)及び内側前頭前皮質(B)で VGAT と
NLGN-2 が有意に低下していた（n = 6-8）. 



(3) 扁桃体及び内側前頭前皮質における抑
制性シナプスの組織学的解析 
 蛋白質発現量の解析結果から更に詳しく
免疫組織染色で VGAT 及び NLGN-2 の解析を行
った。扁桃体では基底外側核、中心核、内側
核について各陽性班をカウントしたところ、
MD 群で中心核と内側核の NLGN-2 陽性斑が有
意に減少していた (Fig.4)。 

一方、内側前頭前皮質では Prelimbic 
cortex と Infralimbic cortex (IL)に分けて
それぞれ 2-3層と 5層を中心に解析を行った。
全体的に VGAT あるいは NLGN-2 が減少してい
ることが示されたが、特にILの2-3層でVGAT
及び NLGN-2 の陽性斑が有意に減少していた 
(Fig.5)。 

 

Fig.4: 扁桃体での抑制性シナプスマーカー発現 

MD 群では扁桃体中心核および内側核における NLGN-2 陽

性班が有意に減少していた (n = 8) 

 

Fig.5: Infralimbic cortex（2-3 層）での抑制性シナプ

スマーカー発現 

MD 群では Infralimbic cortex 2-3 層における VGAT およ

び NLGN-2 陽性班が有意に減少していた (n = 7) 

 
(4) 攻撃行動時における扁桃体活性 
MD 群では、扁桃体中心核において攻撃行動

試験後のc-fos陽性細胞数が有意に増加して
いた (Fig.6)。これは攻撃行動に応じて活性
化した細胞が多いことを示すものである。 
扁桃体中心核は視床下部や中心灰白質な

どに投射する出力核であり、他の亜核と比べ
て暴力的な攻撃性を有する動物モデルで過
剰な活性を示すことが報告されている。その
ため、本研究の MD 群でもこの中心核の過剰
な活性状態が過度な攻撃性へと繋がったと
考えられる。 
 

Fig.6: 攻撃行動試験

時の扁桃体の活性状態 
MD 群では攻撃行動試験

後の扁桃体中心核で

c-fos 陽性細胞数が増

加していた。 
 
 

 
 
(5) 総括 
 本研究では、発達期に母子分離された仔で
成熟後の社会認知能力が低下していること
が示唆された。3-chamber sociability and 
social novelty test で行った試験で両方を
物体に置き換えた場合は臭い嗅ぎ行動自体
の時間が極端に短く両群に有意差は見られ
ない。またこの試験に関与してくる作業記憶
にも差は無いことを確認しており、本研究で
MD 群に見られた差は単なる興味の違いや記
憶による差ではなく、生体に対する社会的な
反応の差であると考えられる。社会的認知能
力は他者を認識し理解する能力であり、ヒト
においてはより複雑に他者の認知、行動・感
情予測に繋がる重要なものである。更に MD
群では過剰な攻撃性も認められており、社会
的認知能力の低下とあわせて社会生活を行
っていく上で不利となる情動の異常が母子
分離によって引き起こされることが示唆さ
れた。 
 このような行動異常を引き起こした原因
として、今回我々は MD 群で扁桃体及び内側
前頭前皮質の興奮/抑制バランスが崩れてい
ることを見出した。特に抑制性シナプスの接
着因子である NLGN-2 の低下は顕著であり、
このような抑制性シナプスの減少あるいは
機能低下が今回見られたような情動異常へ
と繋がったと考えられる。更に本研究で見ら
れた MD 群の扁桃体中心核の過剰な活性状態
は興奮/抑制バランスの不均衡に起因し、そ
れが過剰な攻撃性の発現へと繋がったと考
えられる。内側前頭前皮質と各行動との詳し
い関係についてはまだ検討中であるが、この
部位における抑制性シナプスの機能低下は
社会性に重要であることが指摘されており、
コンディショナルノックアウトマウスを用
いた研究でこの部位の NLGN-2 が社会行動に
強く関与することが報告されている。故に本
研究で見られた MD 群における社会的認知能
力の異常も、内側前頭前皮質の抑制性シナプ
スの減少あるいは機能低下に起因している
可能性が高い。 
 我々は既に本研究の母子分離中でも特に



ヒトの早産児に相当する脳発達期のみに海
馬で BDNF やその下流シグナルが低下してい
ることを報告している。このような母子分離
の影響は海馬と同様に扁桃体や内側前頭前
皮質でも同じ脳発達時期で確認されており、
母子分離による一過性の神経回路形成に関
わる因子の低下が成熟後の記憶・学習能力や
社会性、攻撃性の異常を引き起こしたと考え
られる。しかしながらこのヒト早産児相当の
時期に受けた母子分離の影響は必ずしも恒
久的なものではない。実際に我々は本研究で
用いた母子分離期間(生後2-20日)に加えて、
よりヒト早産児相当の脳発達期に絞った母
子分離期間(生後 2-10 日)で、成熟後にいく
つかの空間記憶学習の解析をおこなったが
有意差は認められなかった。また更に本研究
で用いた母子分離期間(生後 2-20 日)に加え
て、離乳後に豊かな
環境（右図）に曝露
した群を解析したと
ころ、MD 群で低下し
ていた社会認知能が
ある程度回復するこ
とを見出している。このような結果は、早産
児相当の脳発達期は確かに母子分離の影響
を受けやすく脆弱な時期であるが必ずしも
その影響は恒久的なものでなく、むしろその
後の環境あるいは発達ケアが重要でありそ
れ次第で回復しうるものであることを示唆
するものである。 
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