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研究成果の概要： 
胎仔脳の発達に影響を及ぼす母体ストレス環境下において、母体血液中で変動した物質につい

て検討した。プロテオーム解析の結果、弱いストレス群と強いストレス群が逆の変動をした蛋

白質は全体の約３％であり、antioxidant や apolipoprotein 関連の蛋白質が含まれていた。強

いストレス群のみで変動したのは matrix metalloproteinase 関連蛋白質などであった。さらに

母体血液中で変動するグルココルチコイドについて検討し、マーカーおよびメカニズムとして

の重要性を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
これまでの臨床的・基礎的研究によって、
母体のストレス環境は胎児の発達にさまざ
まな影響を与えることが明らかになった。
脳への影響についても少しずつ明らかにな
ってきたが、まだわかっていないことが多
い。動物を用いた基礎研究では、母体のス
トレスは脳の性分化や生後のストレス反応、
情動行動などに影響を与えることが報告さ
れた。これらの研究で用いられたストレス
は強いものが多く、その影響は一様に悪い
ものであった。私たちは妊娠動物を用いた
実験で、母体のストレスが軽度なときには、
胎仔脳に良い影響を及ぼすことを明らかに
した。すなわち、母体のストレスが胎仔脳
に与える影響はストレスの強さに依存して
おり、ストレスの強さが異なれば胎仔脳に
異なった影響をもたらすのである。これま
で、母体ストレスの強さの違いによる胎仔
脳への影響を検討した研究はなかった。 
 
 
２．研究の目的 
私たちは、母体ストレスの強さにより胎仔
脳への影響が異なることを明らかした。し
かしながら、どのような母体ストレスが胎
仔脳の発達にとって良いのか悪いのか、詳
細なことはまだよく分かっていない。妊娠
母体をとりまく環境には様々なストレスが
存在する。胎児脳の発達への影響が予測で
きるような母体のマーカーが明らかになれ
ば大変有用である。本研究の目的は、母体
ストレスによる胎仔脳への影響を予測する
母体血中マーカーを明らかにすることであ
る。そのためにプロテオーム解析などの方
法を用いて実験を行った。 
 
 
３．研究の方法 
８〜１２週齢の妊娠ＳＤラットを、狭いケー
ジに短時間（30 分間）あるいは長時間（240
分間）拘束するストレスモデルを用いた。さ
らにトレッドミルを用いて、低速と高速の強
制歩行運動を負荷するストレスモデルにつ
いても検討した。 
 
（１）ストレス強度の検討 
各モデルにおいてストレスを負荷した後に
母体血液を採取し、アッセイキットを用いて
血清コルチコステロン濃度を測定した。血液
中のコルチコステロン濃度はストレスの強
さの指標になると考えられており、各ストレ
スモデルのストレス強度を検討した。 

 
（２）母体ストレスによる発達脳への影響 
母体ストレス負荷後の胎仔脳への影響につ
いて、海馬などの神経新生、神経細胞の分化、
神経細胞死について検討した。 
 
①神経新生への影響 
新生神経細胞に取り込まれた BrdUを指標に
した。BrdU 投与後に摘出した脳を、クリオ
スタットにより海馬を含む連続切片を作製
した。BrdU の抗体を用いて免疫組織化学染
色をした後に、海馬の歯状回における BrdU
陽性細胞の数を定量した。 
 
②神経細胞の分化への影響 
Ramon-Moliner 法による Golgi 染色を用い
た。摘出した脳を K2Cr2O7, HgCl2, K2CrO4, 
K2WO4 溶液に浸した後、LiOH, KNO3 溶液
で処理をした。クリオスタットにて海馬など
の切片を作製し、画像解析装置を用いて神経
細胞の突起の数や長さを測定した。 
 
③神経細胞死への影響 
TUNEL 変法を用いて神経細胞死、アポトー
シスについて検討した。クリオスタットで作
製した脳の連続切片を過酸化水素水で処理
し、組織の内因性ペルオキシダーゼをブロッ
クした。terminal deoxynucleotidyl 
transferase によりビオチン化 dUTP を断片
化 DNA とハイブリダイズさせた。その後、
ペルオキシダーゼをラベルしたストレプト
アビジンと反応させた。DAB を用いて発色
させ、陽性細胞の数を定量した。 
 
④海馬の培養神経細胞への影響 
海馬の初代培養を作製し、トリパンブルーな
どで標識してストレスによる生存率への影
響を検討した。さらに、グルココルチコイド
による培養神経細胞の生存率への影響につ
いて調べた。 
 
（３）プロテオーム解析 
胎仔脳への影響が確認された母体血清を用
いてプロテオーム解析を行った。試料を
iTRAQ 試薬によりペプチド標識し、全自動大
規模蛋白質解析システムにより蛋白質同定
を行った。同定された蛋白質について、ペプ
チド配列のマススペクトルに見られる同位
体由来シグナルのピーク値を比較し、相対的
な定量を行った。同定蛋白質の相対定量値と
アノテーション情報に基づいて解析し、スト
レスによる胎仔脳への影響を推測できるマ
ーカーについて検討した。 



４．研究成果 
妊娠ラットを狭いケージに短時間あるいは
長時間拘束した後に母体血液を採取し、コル
チコステロン濃度を測定した。長時間ストレ
ス群のコルチコステロン濃度は短時間スト
レス群より高値であり、長時間ストレス群が
強いストレスであることを示した。このスト
レスモデルによる発達脳への影響を、生体神
経細胞と培養神経細胞について検討した。強
いストレスにより胎仔脳の神経細胞の新生
や分化は抑制され、神経細胞死が増加した。
生後の脳の神経新生や神経突起にも同様の
影響がみられた。また、強いストレスを負荷
した後の培養神経細胞は生存率が減少した
が、弱いストレス負荷では逆に生存率が増加
した。グルココルチコイドによる培養神経細
胞への影響を検討したところ、グルココルチ
コイド高濃度下の培養神経細胞は生存率が
減少した。以上の実験では、ストレスによる
発達脳への影響にはグルココルチコイドが
関与しており、母体血中のグルココルチコイ
ドが高濃度の時は胎仔脳の障害を示唆する
ことが明らかになった。 
 次に胎仔脳の発達に影響を及ぼす母体ス
トレスモデルを用いて、母体血液のプロテ
オーム解析を行った。強制運動モデルはコ
ルチコステロン濃度の差が有意ではなかっ
たため、プロテオーム解析には用いなかっ
た。妊娠ラットを短時間あるいは長時間拘
束した後に母体血液を採取した。対照群を
含めた３群の血清試料を大規模蛋白質解析
システムにより蛋白質同定を行った。同定
された蛋白質について相対的な定量を行い、
３群間の変動パターンにより以下のように
グルーピングした。グループ①、変動のな
かったもの（４２％）。グループ②、短時間
ストレス群と長時間ストレス群が同様な変
動をしたもの（２１％）。グループ③、短時
間ストレス群と長時間ストレス群が逆の変
動をしたもの（３％）。グループ④、短時間
ストレス群のみ変動したもの（１９％）。グ
ループ⑤、長時間ストレス群のみ変動した
もの（１５％）。グループ③にはantioxidant、
apolipoprotein 関連の蛋白質などが含まれ
ていた。短時間と長時間の拘束ストレスは
胎仔脳の発達に逆の影響を及ぼしており、
このグループの蛋白質はストレス時の発達
脳の変化を反映するマーカー候補として重
要である。グループ④には TGF 受容体関
連の蛋白質が、グループ⑤には、matrix 
metalloproteinase、電位依存性 potassium 
channel の関連蛋白質が含まれていた。ま
た、hemoglobin、complement component、
coagulation factor の関連蛋白質などがス
トレス群で変動していた。この実験により
ストレス時に母体血中で変動する蛋白質を
明らかにした。いくつかの蛋白質は、スト

レスによる発達脳への影響を反映するマー
カーとして有用と思われ、現在検討中であ
る。本研究の成果は、将来的に発達脳の障
害予測や予防などに役立つ可能性があり、
大変意義のあるものと考える。 
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