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研究成果の概要（和文）：本研究では、幼児虐待の動物モデルの一つである母子分離マウスを用い、母子分離ス
トレスによって活性化する神経細胞を非可逆的にラベルし、成体において母子分離記憶の痕跡をオプトジェネテ
イクスを用いて再活性化することにより、母子分離記憶を想起することを試みた。さらに、母子分離を受けた雌
マウスを通常通り飼育し、正常雄マウスと交配して妊娠・出産させる実験を行なった結果、母子分離を受けた雌
マウスは正常雌マウスに比べて子育て行動が劣化し、生後３日までに約85%の子マウスが死亡すること等を見出
した。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether the memory of maternal separation (MS) during early 
life is recalled. In order to address this issue, we tried to manipulate the memory engram induced 
by MS by irreversibly labeling the activated neurons during MS and re-activate these neurons by 
using optogenetic method. Furthermore, we analyzed maternal behaviors in the offspring suffered from
 MS. We found that these female offspring showed disorder of maternal behaviors including nest 
making, retrieving, etc., which caused higher death rate (more than 85%) in the neonatal period than
 control group. 

研究分野：神経内分泌学

キーワード： 記憶の痕跡　光遺伝学　幼児虐待　c-fos遺伝子プロモーター　ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、母子分離を受けたメスマウスが将来母親になった場合に、記憶の痕跡の残された神経細胞をオプト
ジェネテイクスで特異的に刺激して子育て行動が変化するかを解析し、子育て行動が劣化するならば、「虐待は
繰り返される」と言われていた概念の神経基盤を明らかにすることをめざした。最終的にオプトジェネテイクス
による神経細胞の操作にまでは至らなかったが、母子分離を受けたメスマウスが将来母親になった際に子育て行
動が低下することを示した。この結果は、虐待のニュースが毎日のように報じられる現代社会において、喫緊に
解決すべき課題の解明に繋がるものと考える。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

成人が患う多くの精神疾患において、幼少期の虐待（身体的、性的および心理的虐待、育児放

棄（ネグレクト）など）は 最高レベルの危険因子であるとも言われている。厚生労働省の調査

では児童相談所への虐待の相談件数は平成 25 年には 7 万件におよぶという報告がなされてお

り、虐待は極めて深刻な社会問題となっている。ヒトをはじめとする様々な動物で，幼少期養育

環境の劣悪化が、視床下部-下垂体-副腎皮質系(HPA-axis)などのプログラミングに影響を及ぼ

し、その個体の成長過程及び成長後の脳の機能・構造に重大かつ継続的な諸問題を引き起こし、

うつ病、不安障害、心的外傷後ストレス障害（PTSD）、薬物依存、摂食障害等に罹患する確率が

上昇することが報告されている(Hennessy et al., Neurosci Biobehav Rev, 2010; Jahng, Horm 

Behav, 2011)。 

 研究代表者は、これまでに幼少期の養育環境が脳の可塑性に及ぼす影響について、幼児虐待の

動物モデルの一つである母子分離(maternal separation: MS)マウスを用いて遺伝子と環境との

相互作用を切り口に、分子から行動レベルまで生物階層性の段階を追って研究を行ってきた。そ

の結果、MSマウスにおいて対照群と比較して (1) HPA-axis の最終産物であるグルココルチコ

イドの血中濃度について、生後 1-14 日に MS した群(MS1-14)において成体で有意に高値を示し、

この時期が臨界期であること;(2)神経活動マーカーの c-fos を指標にした解析 において、恐怖・

不安・報酬行動を制御する扁桃体延長領域をはじめ種々の脳領域で、c-Fos蛋白の発現が異常を

示すこと(Horii-Hayashi et al., J Neuroendocrinol 25: 158-67, 2013) (図 1);(3) c-Fos 実

験の結果を基に行った扁桃体延長領域における DNA マイクロアレイ解析により、ストレス応答

や報酬に関与する遺伝子群の発現が変動すること;(4)行動実験において、恐怖条件付け試験で

嫌悪記憶が低下すること、高架式十字迷路試験で不安様行動が上昇すること  図 1 視床下部室

傍核(PVN)と扁桃体の c-Fos発現場所嗜好性試験で嗜好性食物に対する報酬行動が低下すること、

などを明らかにしてきた(Nishi et al., Frontiers in Neuroscience, 2014, Sasagawa et al., 

Neurosci Lett, 2017)。                                                                                          

 しかしながら、これらの実験では c-Fos を指標にして母子分離ストレスによって活性化する

脳部位を可視化することはできるが、母子分離ストレスが脳のどの部位に「記憶の痕跡」として

残され、生涯にわたって行動等に影響を及ぼすのかを明らかにすることはできなかった。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では、c-fos遺伝子プロモーター制御下でチャネルロドプシン 2(ChR2)（光刺激で細

胞を活性化するタンパク質）-mCherry（赤色蛍光タンパク質）を活動するニューロン特異的

に非可逆的に発現する遺伝子改変マウスを作製し、母子分離ストレスで活性化する神経細胞

をラベルし、成体において母子分離記憶の痕跡をオプトジェネテイクスの手法で再活性化す

ることによって母子分離記憶を想起することができるかを検討する。そして「虐待は繰り返

される」、すなわち「虐待を受けた子供が親になった時に自らも虐待行動を引き起こす」と

いう概念の神経基盤を明らかにし、劣悪な幼少期養育環境が精神神経疾患等を引き起こすメ

カニズムの解明、さらに生育後の精神神経疾患の予防・治療法の開発を目指すことを目的と

した。 

 
３．研究の方法 
 

(1) 母子分離ストレスによって活動する神経細胞をラベリングする遺伝子改変マウスの作製： 

①c-fos遺伝子プロモーターの下流で tetracycline transactivator (tTA)を発現する Tgマウ

ス（Jackson 研究所:Stock Number:008344）を連携研究者・林から供与を受け、tetracycline 



response element (TRE)プロモータ制御下で Cre リコンビネースを発現する Tg マウス

(RBRC05563)を理研バイオリソースセンターから購入し、交配させて c-fos promoter-tTA-TRE-

Creマウスを作製する。 

☞この段階で母子分離を行い、c-Fos の免疫組織化学で見られたのと同じ領域で tTA、Cre の発

現が見られるかを確認しておく。 

②次に、Cre リコンビネースによって loxP に挟まれた Stop コドンがはずれ、ChR2-mCherry が

発現するコンストラクトを Rosa26 遺伝子座にノックインした Tgマウス(RBRC05158)を理研バイ

オリソースセンターから入手し、<1>で作製したマウスと交配させる。テトラサイクリン類似化

合物のドキシサイクリン(Dox)オフの状態において c-fos 遺伝子プロモーター制御下で ChR2-

mCherry を非可逆的に発現する Tgマウスを作製する。予め、Doxオン/オフによって c-fos遺伝

子の発現が調節されるかについて、マウスに急性拘束ストレスを負荷し、c-fos が顕著に増強す

ることがわかっている視床下部の室傍核において、mCherry を指標にして検討する。また、c-fos

遺伝子産物の c-Fosタンパク質を免疫組織化学により検出して確認する。 

 

(2)母子分離:  

(1)-②のマウスを用いて母子分離実験を行う。本研究では、母子分離（maternal separation:MS）

群と対照群として離乳まで母子分離しないコントロール（control:Cont）群の MS と Cont の 2群

に分けて以下の各種実験を進め、各群間の比較検討を行う。 

母子分離（MS）：基本的には生後 2日〜14 日、3 時間/日の MS を用いるが、生後 14(P14)〜21(P21)

日、3 時間/日；P21日までの間に 24 時間の母子分離を１日、などいくつかのパターンの母子分

離も試みる。まず母マウスを仔マウスから離し、仔マウスは１匹ずつ紙コップに入れて隔離する。

コントロール(Cont)：離乳まで何もしないでホームケージで飼育する。3群ともP21日で離乳し、

雌雄を分けて４匹毎をホームケージで飼育する。 

 

(3) 母子分離中に活動する神経細胞の成体脳での可視化、神経細胞種同定と神経投射解析:  

①母子分離中にのみ活動する神経細胞の可視化：MS 後 Dox を与え続け、11-12週齢でマウスを灌

流固定し、脳切片を作製し、mCherry を指標に可視化して、脳のどの部位が MS 中に活性化して

いたかをコントロール群と比較検討する。 

☞これまでの実験から MS1-14のマウスの脳を 14 日目で解析すると、視床下部室傍核(PVN)、扁

桃体内側核(Ce)、扁桃体外側核(BLA)などで c-Fos 陽性細胞数の有意な上昇を認めた(Horii-

Hayashi et al, J Neuroendcrinol, 2014)。母子分離期間中の限られた日数、例えばストレス応

答の指標となる血中コルチコステロイド濃度調節の臨界期と推察される P7-11 に Dox オフにし

て、その期間にのみ発現する c-fos をラベルすることも試みる。 

 

②神経細胞種の同定：①で有意な差が認められた脳領域の分子マーカーを Allen Brain Atlas 等

で検索し、これを用いて mRNA in situ hybridization を行い、mCherry で染色される c-fos陽

性細胞の細胞種を同定する。 

                         

③神経投射の解析：脳定位固定装置を用い、①で可視化した母子分離中に活動する脳領域の細胞

に順行性トレーサーのビオチン化デキストランアミン（BDA）および逆行性トレーサーのコレラ

トキシン b (CTb)等を注入する。１週間後に、マウスを灌流固定し、脳切片を作製し、この脳領

域からどこへ神経投射し、またどこから神経投射を受けているかを解析して神経回路を同定す

る。  

 

(4) 母子分離記憶の想起:  

上記(3)で同定された母子分離中に活動する神経細胞をオプトジェネテイクスの手法を用いて刺

激する。まず、MS 後成体(11-12週齢)において、脳定位固定装置を用いて光ファイバーをカニュ



ーラを通して目的とする脳部位の直上の位置まで挿入する。手術１週間後に ChR2-mCherry が発

現している細胞を、ルシール社製光刺激用レーザー473nm(15Hz)で照射する。実際に光刺激によ

り神経細胞が活性化あるいは抑制されているかは、脳スライスを用いて c-Fos 以外の神経活動

マーカーの Arc などの発現および電気生理学的に確認する。 

 

(5)母子分離を受けたマウスの養育行動 

母子分離を経験した 10 週齢雌マウスを正常の 10 週齢雄マウスとを夕方交配する。翌朝プラグ

確認を行う。プラグが確認できた雌に関しては約 20日後に出産予定となるため、１匹ずつ個飼

する。出産前日くらいよりケージの前にビデオカメラを設置し、出産後の母子の行動を記録した。

母マウスの養育行動としては、巣作り（ネストスコア）、巣の外に滞在していた時間、子の移動

（子供を母親から少し離れた容器に入れるなどした場合、母親が子を加えて巣に戻す行動；レト

リービング retrieving）などをビデオにとり観察した。また、仔マウスの生存率を確認した。 

 
４．研究成果 
 

(1)巣作り（ネストスコア） 

以下のようにスコアの基準を設定し、ビデオ撮影して解析した。 

0: 巣の場所が判別できない; 1: 巣の場所はわかるが、仔が長時間回収されずに巣外にいる;  

2: 巣材が盛られていないが、巣の場所は分かる; 3: 周りよりの巣材を盛ってあるが、仔が見

えている; 4: お椀型、母は見えるが、仔は外から見えない; 5: ドーム状、母親も隠れる 

図 1 のスキームに示すように、出産直前の 20:00 からビデオ撮影を開始し、P1 の 20:00 まで撮

影を行い、上記スコアの基準に基づいてスコアを算出した。Sの結果 P0 において MS群で低下傾

向を示したが、E19、P1、P2 のいずれにおいても対照群と MS 群の間に有意差は認められなかっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)ネストの外に滞在した時間およびネストから外に出た回数 

P1 において１時間毎に 10分間を解析した(10分 x 24=240分)結果を図２に示す。 

いずれも MS群において対照群より増加する傾向は認められたが、有意差はなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)レトリービング 
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P2 において経過した時間毎に仔マウスをレトリービングした割合を算出した。対照群では 120

秒までにレトリービングを示す場合が約 70%であったの対し、MS 群では 120 秒までにレトリー

ビングしたマウスは 25%以下であり、600秒までかかったものが 40 数%認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

(4)生存率 

 

 

 

 

 

 

 

生後 10週齢まで生存したかについて解析したところ、MS群において有意に生存率が低下してお

り、そのうち 80%は P2 までに死亡が認められた。 

 

以上、(1)〜(3)の養育行動の解析から、幼少期に MS を経験したメスマウスは母親になった際の

養育行動が低下する傾向が認められた。また、多くの仔マウスが P2 の段階で死亡し、成体にな

るまでの生存率が 35.7%と対照群の 78.5%に比して極めて低かったことの要因に一つに、これら

の養育行動の低下が考えられるが、その他エネルギー代謝、免疫系など全身レベルでの解析が今

後必要と考える。 

平成 29年度〜令和 2 年度の 4年間において、母子分離ストレスによって活動する神経細胞をラ

ベリングする遺伝子改変マウスの作製に成功することができず、このプロジェクトをさらに発

展させるため、鋭意努力していきたいと考える。 
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