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研究成果の概要（和文）： 
動物は母子間の絆を基に、仔の正常な社会性の発達がエピジェネティックなメカニズムを
介してなされることが知られつつある。筆者らは早期に母子間を分離する早期離乳によっ
て、不安行動の上昇、攻撃性の上昇と共にストレス内分泌反応は亢進することを明らかに
してきた。またこれら行動変化に伴い、ミエリン形成の早期化、海馬神経新生の低下、前
頭葉における脳由来神経栄養因子（BDNF）の発現量の低下を見出してきた。さらに、早
期離乳された仔マウスにおける 48 時間以上にわたるグルココルチコイドの上昇を認め、
これが早期離乳による不安増強の原因因子であることを同定し、このグルココルチコイド
は前頭葉における永続的な高グルココルチコイド状態を誘導することを明らかにしてきた。
これらのことから、母子間の絆の略奪のもたらす動物の社会性や情動行動の発達への影響
は多大であり、またこれら背景には高グルココルチコイドが関与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Disruption of the mother–pup interaction changes the physiology and behavior of pups 
via epigenetic modifications.We have demonstrated that early weaning results in a 
persistent increase in anxiety-like and aggressive behavior in adult mice. 
Early-weaned mice also showed higher hypothalamic-pituitary-adrenal activity in 
response to novelty stress. Neurochemically, early-weaned male mice, but not female 
mice, showed precocious myelination in the amygdala, decreased brain-derived 
neurotrophic factor protein levels in the hippocampus and prefrontal cortex, and 
reduced bromodeoxyuridine immunoreactivity in the dentate gyrus. The early weaned 
mice showed higher corticosterone response more than 48 hours, and this increment of 
corticosterone caused many aspects of early-weaning phenomena. Thus higher 
glucocorticoid secretion in the developmental period has a great impact on brain 
development. 
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１．研究開始当初の背景 
様々な動物で，初生期環境の粗悪化が，その
個体の成長後に重大かつ継続的な問題を引
き起こす原因となる。例えば成長抑制や免疫
機能の低下などの生理学的変化に加え，行動
様式も大きく変容し，不安や常同行動，攻撃
性の上昇などが観察される。急速に変化する
現代社会では，ヒトのみならず動物がその進
化過程で獲得した本来の生活様式から逸脱
した環境下に置かれており、特に動物の繁殖
育成の過程では、幼少期環境が管理できる状
況にあることが、逆に不適切な管理に起因す
る成長後の障害の原因であると指摘されて
いる。申請者らはこれまで発達期におけるス
トレスや母子関係の粗悪化がその後の社会
性や情動行動を不適切化し、過剰なストレス
応答などの原因となることを証明してきた。
このことは動物の管理と福祉の観点からも
大きな意味をもつものである。しかし、その
背景としての分子神経科学的基盤はほとん
ど明らかとされておらず、これら基礎研究の
遅れが、発達期における適切な社会環境の整
備や、障害が生じた場合の対処方確立の弊害
となっている。そのため幼少期ストレスによ
る永続的な情動・社会行動の変容の神経科学
的基盤の解明は現代社会における急務の課
題といえよう。特に動物の発達段階を制御可
能な獣医・畜産領域において現在まであまり
着目されてこなかったこれら観点は、動物の
生産性、行動管理、さらには福祉の観点から
も、今後の本領域における必要性は非常に高
いと思われる。 
海外におけるラットの研究により、生後 2 週
間に母ラットの母性行動の良し悪しが、海馬
におけるグルココルチコイド受容体の発現
をエピジェネティックに変化させることが
示されている。申請者らは以下 3 つの理由か
らげっ歯類の離乳期に着目して研究をおこ
なってきた。１）情動行動や社会性の発達に
深い関与が指摘されているセロトニン神経
系が発達する ２）情動社会性の制御に必須
の大脳皮質前頭前野の発達時期である ３）
伴侶動物や産業動物では早期に離乳される
ことで問題行動の発生率が上昇すること、で
ある。 
これまでの研究により、申請者らは生後 3 週
に通常離乳された動物とそれより 1週間早期
に離乳された動物における成長後の行動変
化および中枢神経の変容の追跡を行った。そ
の結果、通常離乳された動物に比べ、早期に
離乳されたマウスおよびラットでは不安行
動の上昇・ストレス反応性の亢進、攻撃行動
の上昇が認められた。特にストレス応答の亢
進は成獣でより大きくなっており、動物の生
産性や福祉の観点からも非常に意義が高い。
またメス動物においては母性行動の低下が

認められた。母性行動は幼少期に母親からど
れだけ加護を受けたかの経験によって成長
後の母性行動の良し悪しが決まる、いわゆる
遺伝子によらない形質伝播が知られており、
早期離乳マウスにおける母性行動の低下は
後継世代での母性行動の低下と不安行動の
上昇が示唆さる。つまり単世代における母子
関係の障害がその後の世代においても行動
と中枢神経系の変容を引き起こす可能性が
示された。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、幼少期社会環境による情動
と社会性の発達に関する分子神経科学的基
盤を明らかにし、発達に重要な母性因子の同
定と、その代替法を見出すことにある。 
１）早期離乳による BDNF 低下メカニズム
の解明：早期離乳によるストレスがどのよう
に前頭前野における BDNF の低下を導くか
のメカニズムの解明を目指す。具体的には①
BDNF の発現制御領域における DNA 修飾の
解析、②早期離乳ストレスにより誘導される
脳内因子の探索、の 2 点を明らかにする。
BDNF 発現調節を行う P3 領域は DNA メチ
ル化酵素である MeCP2 の結合サイトである
ことが近年明らかとなった。これら発現制御
領域の解析を行うことで、早期離乳による永
続的な BDNF 分泌低下のメカニズムが明ら
かとなる。また早期離乳ストレスによって脳
内で誘導される分子の同定については、神経
細胞活性化マーカーの FOS を指標に、スト
レス反応にかかわる脳内部位を絞り込み、関
連物質の特性を調べる。 
２）早期離乳により略奪される因子の探索：
早期離乳マウスにおいて永続的な不安行動
の増加が認められるが母親から受ける加護
の略奪において、どのような因子の相互作用
が情動行動の発達に重要であるかの探索を
行う。具体的には早期離乳群に想定される略
奪因子を回復させ、成長後の不安行動ならび
に前頭前野 BDNF 発現量を調べる。社会的
因子としては、母乳、毛づくろい行動、母性
フェロモンなどが考えられる。これらのこと
より、母親から受ける社会因子の重要性が同
定され、さらに早期離乳された動物にそれら
因子を戻すことで母性の代替法の確立が可
能となる。 
３）社会的代替法の確立：早期離乳された動
物における不安行動の上昇を他の社会パー
トナーの導入や飼育環境の改善によって緩
解する方法を見出す。具体的には母親に代わ
る代理母あるいは父親との同居によって早
期離乳による成長後の不安行動ならびに前
頭前野 BDNF 発現量への影響を調べる。母
親以外の社会的パートナーの存在で不安行
動が緩解可能となれば、ヒトや動物における



 

 

早期離乳された場合の社会的改善法に対し
て大きく期待される。 
 
３．研究の方法 
 
１）早期離乳による BDNF 低下メカニズム
の解明： BDNF の各プロモータ領域における
mRNA 発現を比較すると共に、発現低下の認め
られたプロモータ領域の DNA修飾パターンを
調べる。具体的には前頭前野の BDNF 含有細
胞をマイクロダイセクションし、DNA を抽出、
バイサルフェートシークエンス法により、メ
チル化の有無を同定する。またこれら発現調
節部位に関しての DNA配列情報はすでに他の
研究者から報告されている情報を用いる。 
次に、早期離乳ストレスによって脳内で誘導
される分子の同定を試みる。具体的には神経
細胞活性化マーカーの FOS を指標に、ストレ
ス反応にかかわる脳内部位を絞り込み、2重
染色法を用いることでその細胞の伝達物質
の特性を同定する。このストレス関連物質と
BDNF発現調節にかかわると思われるMeCP2あ
るいはその他の制御因子との関連を調べる。 
２）早期離乳により略奪される因子の探索：
マウスを母親から 2週齢の時点で離乳するこ
とにより、なんらかの母親からの因子が略奪
されることが想定される。それらとしては、
母乳、毛づくろい行動、母性フェロモンが考
えられる。母乳の制御に関しては、乳腺摘出
をすることでその効果を調べることが可能
である。特に泌乳末期の母乳中のアミノ酸組
成が変化することが報告されており、アミノ
酸の特殊飢餓になっている可能性がある。こ
れらアミノ酸を餌や飲水に添加することで
の成長後の不安行動を評価する。また毛づく
ろい行動は人工的な刷毛を使った刺激、母性
フェロモンに関してはその匂いの再提示に
よってその不安行動への影響を調べる。特に
この時期の仔マウスは母マウスの存在化で
はストレス反応が認められないストレス不
応期にあり、これには母由来の安稔フェロモ
ンが関与することが知られている。申請者ら
が過去に携わってきた哺乳類のフェロモン
研究の基礎的知識と経験が生かされると期
待される。不安行動に関しては申請者らがす
でに報告している高架式十字迷路試験によ
り、また社会性はオスマウスの同居に伴う攻
撃性により評価する。これらいくつかの社会
因子の重要性を調べることで、生後 2 週から
3 週齢のマウスが、母親に対して求めている
社会的刺激が具体的に見つかると期待され
る。 
３）社会的代替法の確立：トレスを受けた動
物における脳内メカニズムを解明するだけ
でなく、その後の緩解法を探索することは大
変重要な課題といえよう。申請者らによって
一度早期離乳などのストレスを受けた動物

でも、その後に他のメスから加護を受けるこ
とによって、成長後の不安行動の改善効果が
認められる可能性が示唆されている。このこ
とは、離乳期にあるマウスにとっては母親で
なくとも、他の動物の存在により社会性・情
動行動が正常に発達する可能性を示してい
る。そこで平成 21 年度以降においては、他
のメスの存在に加え、父親、血縁動物、ある
いは親和関係をもつ動物を早期離乳された
マウスと同居させ、成長後の不安行動の発達
を調べることを目標とする。不安行動への改
善効果が認められた社会環境においては、成
長後の前頭前野における BDNF 蛋白の発現、
さらには目標１）で明らかとなった BDNF
発現調節領域の mRNA 発現量、ならびに
DNA 修飾パターンについても解析を行う。 
 
４．研究成果 
１）早期離乳による BDNF 低下メカニズム
の解明：早期離乳されたマウスの生後 2－3
週齢時に BDNF を脳室内投与することで、不
安行動の改善が認められ、さらにその効果が
永続的であったことから、生後 2週から 3週
にかけての前頭前野における BDNF の発現調
節が不安行動の発達に重要であることが明
らかとなった。 
また早期離乳された仔マウスにおける 48 時
間以上にわたる血中グルココルチコイドの
上昇を認めた。そこでメチラポン投与により、
副腎におけるグルココルチコイドの合成を
阻害したところ、成長後の不安行動が改善し
た。このことから、離乳後に認められるグル
ココルチコイドの上昇が早期離乳による不
安増強の原因因子であることを同定した。 
さらにこのグルココルチコイドは前頭葉に
おける永続的な高グルココルチコイド状態
を誘導することを明らかにしてきた。 
このグルココルチコイドは前頭前野のグル
ココルチコイド受容体に結合し、動物のスト
レス反応性を亢進させることが予想される。
先に見出していた BDNF はグルココルチコイ
ドによって発現抑制がかかることが知られ
ている。この点から、高グルココルチコイド
により、BDNF の発現抑制を介して不安行動の
上昇が誘起されることが明らかとなった。 
BDNF の各プロモータの発現を解析したとこ
ろ、P3 部位が永続的に抑制を受けることがあ
きらかとなり、この部位のクロマチンアセチ
ル化が早期離乳によって永続的に変化させ
られる可能性が示された。 
また前頭葉においてグルココルチコイド受
容体と BDNF 発現神経細胞の共存をしらべた
ところ、約 9割の神経細胞で共存が確認され
ている。 
以上より、本研究によって、早期離乳後のグ
ルココルチコイドにより、前頭葉の高グルコ
コルチコイド活性が誘導され、その結果 BDNF



 

 

の P3 部位を中心としたエピジェネティクス
な変化を介して、永続的不安上昇が形成され
ることが世界ではじめて明らかとなった。 
２）早期離乳により略奪される因子の探索：
早期離乳マウスでは離乳後に一定期間の体
重減少が認められる。このことからまずは早
期離乳マウスにおける末梢性の変化を追跡
した。早期離乳マウスでは免疫活性因子であ
る IL-6 の過剰分泌や腸内細菌叢の変化が観
察されている。またメス動物においては母性
行動の低下が認められた。母性行動は、遺伝
子によらない母動物から娘動物への形質伝
搬が知られており、早期離乳マウスにおける
母性行動の低下は後継世代での母性行動の
低下と不安行動の上昇に繋がる重要な知見
である。実際、早期離乳されたメス個体が出
産育児した子マウスにおいて体成長の抑制
が認められ、単世代における母性因子の略奪
が後世代においても中枢神経や生体機能の
変容を引き起こすことを見出した。 
さらに早期離乳された個体における成長後
の高脂肪嗜好性を調査したところ、通常離乳
群に比べて、高い高脂肪嗜好性が認められ、
個体の糖尿病様代謝疾患が観察された。この
ことから早期離乳による影響は全身性に認
められることが明らかとなった。 
早期離乳を改善する母性因子を探索したと
ころ、温度ならびに匂い、視覚、聴覚の刺激
では早期離乳によるグルココルチコイドの
上昇を抑制することができなかった。一方、
母乳中の栄養成分の摂取を促進させたとこ
ろ、グルココルチコイドの分泌が改善したこ
とから、栄養学的な補給が有効であることが
明らかとなり、このことは離乳期の栄養環境
を改善することで、早期離乳の弊害を軽減す
るこが可能であると示唆された。 
３）社会的代替法の確立：早期離乳された動
物のストレス応答やその他の障害の改善手
法の確立を目指した。第一に、過剰 GC 状態
を改善させる薬物として carbenoxoloneの投
与を行った。carbenoxolone は活性型グルコ
コルチコイド酵素阻害薬であり、この処置に
よって、前頭葉のグルココルチコイドの産生
量が低下することが期待された。2 週間の連
続投与により、早期離乳マウスにおける不安
上昇が改善することが明らかとなった。 
次にグルココルチコイドの中枢作用を緩解
させる三環系抗うつ薬の作用を調べた。6 週
齢の若齢マウスにイミプラミンを 2週間投与
しその後に高架式十字迷路にて不安行動を
評価した。行動実験後に脳を摘出し、海馬に
おける神経細胞数を未熟細胞はカルレチニ
ン、成熟細胞はカルビンジンにより染色し計
測した。雄ではイミプラミンを投与すること
で早期離乳による不安増強が改善され、並行
して海馬神経新生の活性化が認められた。し
かし通常離乳した雄ではイミプラミンによ

り逆に不安行動の上昇傾向が見られた。これ
らの結果からイミプラミンの作用は海馬の
神経新生と相関性があること、さらに幼少期
経験により異なる作用を持つことが明らか
となった。 
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