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研究成果の概要（和文）： 

Wistar 系雄新生仔ラットを、10－15 日齢、3 時間/日、母獣から分離した。母仔分離動物で
は、BDNF/TrKB の発現量が mRNA と蛋白質の両方のレベルで増加していたが、NGF/TrkA 系には変
化がなかった。一方、ミエリン構成蛋白質は増加していた。神経栄養因子は、母仔分離に対し
て特異的反応を呈し、髄鞘形成にも影響を及ぼすことを示唆する。栄養因子発現量の正常から
逸脱した変動は、神経回路網形成に歪みを惹起し、最終的に機能的な異常に至るものと推測で
きる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Wistar male rats were separated from their mothers for 3 hours each day between PND10 
and 15 (MD group). Nurotrophin ligand and receptor expressions were analyzed. The 
expression of BDNF/TrkB in MD rats was enhanced in both mRNA and protein levels. In 
contrast, no significant difference in NGF/TrkA expression level was observed between 
these groups. On the other hand, OMgp expression was elevated in MD animals. Abnormal 
fluctuations in those trophic factors cause organic changes, and ultimately lead to 
functional disturbance.  
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１．研究開始当初の背景 近年、子供の問題行動（きれる、いじめ、



引きこもり、暴力行為、殺人、自殺等）に起
因する事件や犯罪が後を絶たず、深刻な社会
問題になっている。この問題の原因は、予想
をはるかに超えた複雑な要因が絡み合って
発生しているものと推測されるが、申請者は
その一原因として、生後早期（＝脳発達時期）
における良くない養育環境（ストレス曝露）
が、正常な脳神経回路網形成障害を惹起した
ことによると推測した。 

つまり、母親による「愛情のこもった働き
かけ」に、その子の成長とその後の母性確
立・維持に、想像を超えた影響力（母子間相
互作用）が秘められていると推測した。本研
究では、成育早期の虐待やネグレクト、母性
剥奪といった「不遇な養育環境」＝「ストレ
ス環境」を正常な脳発達を妨げる因子と捉え、
出生後に「母仔分離」された実験動物モデル
を用いて、脳の発達障害に起因する行動異
常・養育行動の発現機序を解明し、母子にと
って必要な母子間相互作用を神経科学的に
解明し、よりよい母子関係の構築・養育形態
を探りたい。そして精神心的・身体的に健や
かな子供の成長に寄与する目的で研究を推
行した。 
 
２．研究の目的 
近年、豊かな環境下で飼育された実験動物の
海馬神経細胞の新生数が増加することが報
告された。この事実は、養育環境が脳発達に
重要な意義を有することを示唆する。また、
出生早期に母親から引き離された（＝悪い養
育環境）サルやラットにおいては、成熟後に
攻撃的な性格を呈したり、不安行動が出現し
易いとされる。これは、内分泌環境、特に視
床下部－下垂体－副腎系のストレス応答機
構が活性化され、腎皮質刺激ホルモンやグル
ココルチコイド（コルチコステロン）が上昇
し、海馬・扁桃体などの大脳辺縁系の神経細
胞の傷害を惹起するためとされている。この
系以外にも、神経栄養因子、神経ステロイド、
生理活性アミン（セロトニン・ノルアドレナ
リン）等も重要な役割を果たしていると推測
される。 
 一方、「母親からよく養育された子は、ま
た子をよく養育する」と言われる。これは、
現在「養育の非遺伝的伝達」と解釈されてい
る。この事実は、子供の頃に受けた、養育が
何らかの形で生涯に亘って脳に継続的に記
憶されていることを示している。この機序と
して、養育に関与する非遺伝的記憶に DNA の
メチル化などの関与が提唱されてはいるが、
その詳細はほとんど解明されていない。 

そこで、申請者らは生後早期の母仔分離を、
幼若期のストレスと捉え、母仔分離ストレス
による脳発達異常を、神経回路網の形成障害
と仮定した。脳発達の脆弱基盤の発達精神神
経病理学的解析を分子生物学的手法で、母仔

分離された仔の脳を経時的に解析すること
で、発達時期脳のストレス脆弱性の分子基盤
を探り、養育環境が脳の発達に与える影響に
ついての知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1. 母仔分離実験動物モデル作製 
申請者らが先に確立した、母仔分離モデル動
物の作製法に準じてモデル動物を作製する 
(Kuma et al., 2004)。分離期間は、3h/day、
10-15 日齢とする。16 日齢と 30 日齢で動物
の脳を採取する。 
2. 神経栄養因子とその受容体の解析－ RNA、
タンパク質レベルでの検討 
母仔分離による、神経栄養因子（NGF、BDNF、
GDNF 等）とその受容体（TrK-A、Trk-B、GDNF-R
等）mRNA とたんぱく質の発現レベルを解析す
る。解析部位として、記憶や学習機能と深く
関与する海馬を中心に、小脳、中隔核、扁桃
体、大脳皮質、視床下部なども解析対象とす
る。 
《 RNA レベルでの解析 》 
1）脳メタカーン固定→パラフイン包埋後→
切片作製。 
2）Laser Capture Microdissection (LCM)を
用いて、解析部位を正確に採取する。 
3）RNA 単離法により、total RNA を抽出する。 
4）cDNA を合成して、上記神経栄養因子・受
容体のプライマーを用いてreal-time RT-PCR
解析する。 
《 たんぱく質レベルでの解析 》 
上記の栄養因子のリガンド/レセプターの発
現量をたんぱく質レベルで解析するために、
Western blot 解析を行う。 
3. ストレス応答性の評価‐視床下部‐下垂
体‐副腎系評価 
母仔分離されて養育された動物の、ストレス
応答性を評価することを目的として、上で実
施した行動実験の後、以下のホルモン・サイ
トカインを測定（定量）する。 
・ストレスホルモン（ラットの場合コルチコ
ステロン） 
・サイトカイン（IL-1, 2, 4, 6, 10、GM-CSF、
IFN-γ, αなど） 
 
以上を通して、養育環境が脳の発達に与える
影響をストレス脆弱性の観点から解明する。 
 
４．研究成果 
母仔分離動物では、白色脂肪組織中の

prohibitin（PHB）の発現レベルが増加し、
しょうらいの脂肪細胞の増殖を惹起したも
のと推測できる。これが母仔分離後、成長後
の肥満の原因の１つと推測した。また、正常
から逸脱した神経栄養因子リガンド／レセ
プターの発現変化が海馬領域で見られるこ
とが明らかになった。 



母仔分離動物の、神経栄養因子リガンドと
レセプターの mRNA 並びに蛋白質の発現動態
の 変 化 を real-time RT-PCR と Western 
Blotting 解析を行った。神経栄養因子のうち、
NGF nerve growth factor, BDNF 
brain-derived neurotrophic factor とこれ
らリガンドに対するレセプターTrkA, TrkBの
発現レベルを解析した。母仔分離動物では、
BDNF/TrKBの発現量がmRNAと蛋白質の両方の
レベルで増加していたが、NGF/TrkA 系に有意
な変化は見られなかった。一方、ミエリン構
成 蛋 白 質 Oligodendrocyte myelin 
glycoprotein OMgp が有意に増加していた。
この結果は、神経防御因子としての神経栄養
因子は、有害刺激（母仔分離ストレス）に対
して特異的反応を呈することを示している。
さらに、OMgp のデーターは、母仔分離ストレ
スは、神経線維の髄鞘形成に影響を及ぼして
いることを示唆している。現在、神経突起、
棘にいかなる変化を惹起しているのか形態
学的に解析が今後の課題である。 

発達途上にある脳は、母仔分離ストレスに
より神経栄養因子とその受容体に経時的変
動を惹起することが示された。脳では、厳密
なタイムテーブルに沿って、神経回路網が複
数部位で、同時進行起こっていることを鑑み
ると、一過性であろうと正常から逸脱した神
経栄養因子/受容体発現レベルの変動は、神
経回路網形成に影響を及ぼすものと推測で
きる。このような、構造的ひずみが機能的ひ
ずみを生み最終的に精神神経機能の異常に
いたることが推測できる。 
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