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研究成果の概要（和文）：雄ラットを離乳後の生後21－39日（人間の9か月－2歳に相当）に鉄量を10％量に制限
する鉄欠乏（ID）群と普通食の対照(CN)群の 2群を研究対象とした。行動実験では、8および12週齢にて、ID群
では総移動距離の週齢に伴う減少率が低く、ID群は成獣になってからも多動が残った。13週齢での脳内モノアミ
ン定量では、dopamine（DA）代謝産物がPFC（前頭前皮質）およびNAcc（側坐核）において増加し、中脳腹側で
はDAの低下が認められた。転写産物の解析では、NAccにおけるReelin遺伝子の発現がID群で減少し、免疫染色で
は、NAccのシナプス密度がID群で有意に増加した。

研究成果の概要（英文）：Fischer 344/Jcl postweaning male rats aged 21-39 d were fed low-iron diets 
(0.35 mg/kg iron; ID group) or standard AIN-93 G diets [3.5 mg/kg iron; control (CN) group]. 
Behavioral tests at 8 and 12 wk of age revealed a significant reduction of the age-related decline 
in the total distance traveled in ID rats compared with CN rats, indicating that ID affected 
hyperactivity, which persisted into adulthood (13 wk of age). At this age, reelin (Reln) mRNA 
expression decreased and synaptic density increased in the NAcc in the ID group. Regarding the 
mesolimbic pathway, homovanillic acid concentration increased in the NAcc,whereas the dopamine 
concentration decreased in the ventral midbrain. Our results suggest that ID during the postweaning 
period in male rats, despite complete iron repletion following ID, led to long-term hyperactivity 
via monoamine disturbance in the brain and an alteration in the synaptic plasticity accompanied by 
downregulation of Reln expression in the NAcc.

研究分野：小児神経学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の実験で鉄制限を行った期間は、人間の9か月から2歳に相当し、現在の日本でも存在する離乳期の鉄欠乏性
貧血のモデルラットと考えている。乳児期の鉄欠乏によりReelin遺伝子の発現量がエピジェネティックな変化に
より減少することで不可逆的な変化をもたらし、神経伝達物質やシナプス形成にも影響を与え、成人期にも行動
特性が残る一因となることを明らかにしたのではないかと考えている。今後は乳児期の鉄欠乏を予防すること
で、不可逆的な変化と思われる成人期の行動特性を予防することにつながるのではないかとと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
胎児期・乳児期早期の成育環境(栄養、ストレスなど)は児の体質に変化を与え、生後の発達
障害や精神疾患の発症リスクに大きく関わっていることが疫学研究により示されている
（Marques AH 2014）。栄養素の中でも、鉄は髄鞘形成に必要な脂質の生合成に関与(Ortiz E 
2004）し、serotonin や dopamine などの神経伝達物質の合成酵素にも必須の物質であり、欠乏
による認知機能への影響は大きいとされている。 
鉄欠乏性貧血が 2 歳以上に発症した場合は、鉄剤投与により貧血も神経機能の障害も改善す
るが、2 歳未満に発症した場合は認知機能の改善は乏しく、治療終了 10 年後もその影響は残存
するという報告がある（McCann JC 2007, Lozoff B 2006・2013, Lukowski AF 2010）。また、
乳幼児期は身体発達が急速で身体の鉄の必要量が多いため、母乳栄養は鉄の吸収率が高いもの
の含有量が少なく、調製粉乳ではその逆であり哺乳のみでは鉄欠乏に陥りやすく、現代において
も実際には気付かれずに離乳期を終える児が多数存在すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
鉄欠乏により不可逆的な変化をもたらし、鉄剤治療にはクリティカルピリオドが存在するこ
とが明らかとなっている。これらの知見を踏まえ、本研究では未だ明らかとなっていない鉄欠乏
が不可逆的な中枢神経系に及ぼす影響を明らかにするために、次世代シークエンサー用いた転
写産物の解析を行い、乳児期早期のプログラミングへ与える影響を調査した。 
 
３．研究の方法 
Fischer344/Jcl ラットを妊娠、出産させ、子雄ラットを離乳後である生後 21 から 39 日まで
の期間において、鉄量を 10％量に制限し、それ以降は十分量を与える鉄欠乏（ID）群と普通食
の対照(CN)群の 2群を研究対象とし、以下の実験を行った。 
（１）生物学的検査 
鉄欠乏の評価のために鉄制限終了日である日齢 39、8週および 13 週に貧血と鉄の評価の採血
を実施し、体重は毎週測定した。 
（２）行動実験 
オープンフィールド試験・高架式十字迷路試験を 8、12 週齢に施行した。 
（３）モノアミン定量実験 
行動実験後の 9、13週齢に脳内モノアミン定量を前頭前皮質（PFC）、側坐核（NAcc）、尾状被殻、
中脳背側、中脳腹側、橋において HPLC 法を用いて施行した。 
（４）遺伝子発現解析（RNA-seq 法を用いた解析） 
13 週齢の PFC および NAcc の 2領域において次世代シークエンサーを用いた転写産物（mRNA）の
解析を RNA-seq 法を用いて施行した。 
（５）組織形態解析 
13週齢のPFCおよび NAccの 2領域において抗synaptophysin 抗体を用いてシナプスの免疫染色
を施行した。 
 
４．研究成果 
（１）生物学的検査 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

鉄制限終了日である日齢 39 の血液検査で CN群に対し ID 群では著明な貧血を呈し、Feの評価に
ついても CN 群に比し ID 群で Fe が低く UIBC はその逆の結果で高く鉄欠乏に至っていることを
確認した。行動実験を実施した 8週齢では貧血の状態は回復し有意差がなくなっていた。体重に
ついては鉄制限終了日である日齢 39では ID群で低体重となっていたが、徐々に回復し 13週齢
では有意な差はなくなっていた。 
 
 



（２）行動実験 
共分散分析により P < 
0.05 を有意と判断し、
それぞれの群 15 匹 
で検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
8 および 12 週齢のオープンフィールド試験おいて、ID 群では総移動距離(図 D)および辺縁部移
動距離（図 C）の週齢に伴う減少率が CN群より低く（P<0.05）、ID群は成獣になってからも多動
が残った。 
なお、高架式十字迷路試験ではいずれの項目も有意な差はみとめなかった。 
 
（３）モノアミン定量実験  

Bonferroni 法
による補正を
行った分散分
析 により P < 
0.05 を有意と
判断し、それぞ
れの群は 14－
15 匹で検討し
た。 
有意な差があ
ったもののみ
を示す。 
 
 
 
 
 
 
 

13 週齢での脳内モノアミン測定では、dopamine（DA）代謝産物である 3-methoxytyramine（3-
MT）、homovanillic acid(HVA)が PFC および NAcc のそれぞれにおいて増加しており、中脳腹側で
は DA の低下が認められた。一方、NAcc および中脳腹側では serotonin の主要代謝産物である 5-
hydroxyindoleacetic acid(5-HIAA)が増加していた。 
 
（４）遺伝子発現解析（RNA-seq 法を用いた解析） 

RNA-seq 法をもちいた解析（n=5）では、NAcc における Reelin
遺伝子の発現が ID 群で唯一有意に減少していた（adjusted 
P<0.01）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
（５）組織形態解析 

抗 synaptophysin 抗体を用いた免疫染色では、
NAcc のシナプス密度が CN 群に比して ID 群で有
意に増加していた（P<0.01）。しかしながら、PFC
のシナプス密度には両群間で有意差がなかった。 
写真は NAcc における実際の免疫画像を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（結果のまとめ） 
離乳後の鉄欠乏雄ラットにおいて成獣となってからも多動が残存し、脳内のモノアミンの変
化を引き起こした。側坐核において Reelin 遺伝子の転写産物は低下しシナプス密度は増加して
いた。 
今回の実験で鉄制限を行った期間は、人間の 9か月から 2歳に相当（Workman AD 2013）し、
現在の日本でも存在する離乳期の鉄欠乏性貧血のモデルラットと考えている。Reelin 遺伝子は
胎生期の神経細胞移動や脳の層構造形成に必須の遺伝子であり、樹状突起の発達やシナプスの
形成・可塑性に関連している（Lee GH 2016）。統合失調症や双極性障害、発達障害の一つである
自閉スペクトラム症などの神経疾患では Reelin 遺伝子の発現の低下の報告がある（Folsom TD 
2013）。 
また、シナプス密度は統合失調症では低下、自閉スペクトラム症では増加が認められるとも報
告されている（Penzes P 2011）。Reelin 遺伝子は dopamine の神経の発達にも関連していること
が報告（Ballmaier M 2002）され、発達障害の一つである注意欠如多動症では dopamine 神経の
機能の低下および dopamine 受容体感受性亢進があるとされ、多動や衝動的な行動に深く関与し
ているとされる（Roessner V 2010, Miller EM 2012）。 
乳児期の鉄欠乏により Reelin 遺伝子の発現量がエピジェネティックな変化により減少するこ
とで不可逆的な変化をもたらし、神経伝達物質やシナプス形成にも影響を与え、成人期にも行動
特性が残る一因となることを明らかにしたのではないかと考えている。 
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