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研究成果の概要（和文）：n-3 系多価不飽和脂肪酸は、脳で重要な役割を果たしている。本研究

では、n-3 系多価不飽和脂肪酸を欠乏した状態の母胎から出生した仔の脳発達について、神経

活動において重要なグリア細胞の発達に焦点を絞り研究を行った。その結果、大脳皮質におい

て、グリア細胞であるアストロサイトの密度低下や、オリゴデンドロサイトの髄鞘形成遅延が

観察された。これらの所見は、脳発達における適切な脂質栄養摂取の重要性を示している。 

 

研究成果の概要（英文）：n-3 PUFAs plays an important role in brain. To understand the effect 

of maternal intake of n-3 PUFAs against postnatal macroglia development in the brain of P0, P7 

and P14.We performed several morphological studies of the cerebral cortices in these pups. Our 

data suggest that appropriate intake of n-3 PUFAs is important for postnatal glial development. 
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１．研究開始当初の背景 

 三大栄養素の一つである脂質の摂取は、身
体活動のためのエネルギー源の供給以外に、
体内で合成される脂肪酸のもととなる必須
脂肪酸の供給という重要な役割を有する。脂
質を構成する脂肪酸の摂取量は、摂取する個
人の生活環境に依存している部分が大きく、
その影響によって変動を受けやすいことが
指摘されている。近年、日本における食生活
の欧米型への変化は、脂質を構成している
n-3 系多価不飽和脂肪酸 (n-3 PUFAs)の摂取

を減少させており、この変化によって生活習
慣病などのような身体への影響が懸念され
ている。n-3 PUFAs は、その代謝産物であ
るドコサヘキサエン酸が、脳神経系活動に深
く関わっていることが示されており、脂質栄
養の脳神経活動における役割が注目されて
いる。これまで、n-3 PUFAs 欠乏に関する研
究は、神経細胞が中心に行われており、神経
細胞の移動遅延や、胎生期海馬の層構築以上
などが報告されている。しかしながら、脳神
経系を神経細胞とともに構成しているグリ
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ア細胞と n-3 PUFAs の関係については詳細
な研究が乏しかった。このような背景から、
本研究では、出生前後から出生後にかけて発
生・発達を遂げるグリア細胞であるアストロ
サイトやオリゴデンドロサイトの n-3 

PUFAs との関係性について詳細に検討を行
った。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、「脳神経系の発達を栄養
学的観点から研究し、母胎から供給される胎
生期脂質栄養が胎児脳神経系発達おける神
経細胞産生およびその成熟過程に果たす役
割について解明し、母胎だけではなく胎児の
QOL 向上を目指した栄養学的知見を提供する
こと」である。本申請課題を遂行することは、
母胎の栄養摂取に依存した胎児の脂質栄養
を中心とした栄養学的変化と胎児脳の脂肪
酸組成および脳構造・脳機能の発達との関わ
りについて新たな知見を与えるだけでなく、
母胎が妊娠期に摂取すべき適切な脂質栄養
摂取基準の方向性を示すことができる。 
 
３．研究の方法 

(1) n-3 PUFAs 欠乏ラットの作成 
n-3 PUFAs 欠乏飼料の作成については、Coti 
Bertrand P et al. (2006)を参考とした粉餌
を調製する。粉餌に用いる脂質は、水素添加
硬化ココナッツ油とヒマワリ油とし、
n-6/n-3 比を調整することにより n-3 PUFAs
が欠乏状態の飼料を作成する。作成した粉餌
飼料を 8 週齡の SD 系雌ラットに 2 週間給餌
し、その後雄ラットと型通り交配を行う。プ
ラグ確認日を胎生 0.5 日目とし、体重管理な
どを行いながら、母胎成長率に異常がないよ
うに注意し、解析に適した日齢にて薬剤の投
与などの処置を行う。その後、適切な日数の
経過後に脳組織の採取を行う。脳組織につい
ては用途に合わせて採取し、形態学的解析用
または分子生物学的解析用とする。 
 
（2）新生仔脊髄を用いた脂肪酸解析 
 脳組織採取時に採取した脊髄をカッター
で細かくしたのち、クロロホルム:メタノール 

(1:1) 液を入れ、ホモジナイザーを用いて粉
砕した。その後、遠心分離 (10000 rpm、10 

min、4℃) を行い、沈殿を吸引しないように
細心の注意を払いながら上清を採取し、ねじ
口試験管に移した後、窒素ガス流動下で乾固
し た 。 そ の 後 、 メ チ ル 化 剤 と し て
BF3-methanol をねじ口試験管内に 500 μl

入れ、100℃で 5 分間加熱し、脂肪酸のメチ
ル化を行った。再び N2 流動化で乾固後、ヘ
キサン 100 μl にて溶解し、そのうち 1 μl を
ガスクロマトグラフィーに注入し、分析を行
った。 

 

（3）生後各段階の脳組織の免疫組織化学 

 脳組織を採取後にパラフィンに抱埋し、4

μm 厚の薄切切片を作成した。切片をスライ
ドガラスを染色カゴに入れ、キシレンにて脱
パラフィン処理後、下降アルコール系列にて
水和し、蒸留水で 2 回洗浄 (5 分) した。98℃
に加温した 0.01 M クエン酸緩衝液の入った
染色ツボに入れ、浸漬し、抗原賦活化温浴処
理を 40 分間行った。その後、染色ツボを常
温に戻し、4℃の PBS に 10 分間浸漬した。
PBS で 5 分間洗浄 (2 回)し、イムノエッジペ
ン (フナコシ) で脳組織標本の外周を囲み、
0.1%PBS-T/1%BSA でブロッキング (1 時
間)した。一次抗体（GFAP; 1:1000, MOSP; 

1:1000, MBP; 1:5)を 1 時間浸した後、4℃に
て一晩反応させた。1 次抗体反応後、PBS で
5 分間洗浄し、ビオチン化二次抗体もしくは
蛍光二次抗体を塗布した。発色確認後、封入
剤で封入し直ちに倒立顕微鏡もしくは蛍光
顕微鏡を用いて観察を行った  (接眼レンズ
10×23、対物レンズ 10 倍または 20 倍)。観
察部位は、Axio Cam MRc5 で撮影し、記録
した。 

 

（4）統計解析 
体重、摂食量および脂肪酸組成の統計解析は、
Student’s t-test を用い、有意水準を p<0.05

とした。統計解析には SAS JMP ソフトウエ
ア (SAS Institute Japan 株式会社)を用いた。 

 

４．研究成果 

（1）n-3 PUFAs 欠乏食摂食により母胎お
よび出生仔の成長は影響されない。 
 摂食する飼料の違いによって母胎の成長
に差が生じないことを確認するために、摂食
開始より妊娠までの 2週間と妊娠確認から出
産までの約 3 週間の体重変化を両群間で比較
した。その結果、両群の母胎の体重は、摂食
開始時は 150 g 程度であるが、2 週間の飼料
摂食によって約 200 g まで成長した。この間
の成長に関して両群間に有意な差は認めら
れなかった。妊娠確認から出産までの約 3 週
間では、210 g 程度から 320-340 g まで成長
した。この間の成長に関しても両群間に有意
な差は認められなかった。 

 飼料組成の違いによる摂食量への影響を
確認するために、妊娠前および妊娠後の両期
間における母胎の摂食量を比較した。DEF

食群の母胎の摂食量は、摂食開始から妊娠確
認までの 2 週間において、Cont 群に比べて
多い傾向が見られるが、両群間に有意な差は
認められなかった。妊娠確認より出産までの
約 3 週間では、妊娠初期から妊娠 15 日目ま
で摂食量は両群とも増加しているが、15 日目
以降では両群とも摂食量が減少した。この期
間における摂食量において両群間に有意な
差は認められなかった。 



 

 

飼料組成の違いが、母胎を介して栄養供給
を受ける出生仔の成長に与える影響を確認
するために、脳組織採取日齢 (生後 0 日目、
7 日目､14 日目)における出生仔の体重を比
較した。各試験飼料摂食母胎より生まれた
仔の体重は、新生仔から生後 14日目まで、
同様の成長を示し、各測定日における体重
について両群間に有意な差は認められなか

った (図 1)。 
 
図 1：出生後 14 日間の体重変化。n-3 PUFAs 

欠乏食摂取母胎から出生した仔の成長は、正
常接触母胎群の仔の成長と同じ成長パター
ンを示す。 

 
（2）n-3 PUFAs 欠乏食摂食は出生仔の脊
髄の DHA 含有率を有意に低下させる。 
 n-3 PUFAs 欠乏食摂食による脳内脂肪
酸比率の変動を観察するために、出生仔か
らの脳組織採取時に脊髄を採取し、脊髄の
脂肪酸組成を解析した。結果として、n-3 
PUFAs 欠乏食摂食母胎より出生し、その
母胎を介した授乳によって成長した出生仔
は、Cont 食摂食母胎より出生した仔に比べ
て出生直後 (生後 0 日目)より脳内の DHA
比率が 50%以上低下しており、有意な差を
認めた。このような脳内 DHA 比率の低下
は、生後 14 日目まで継続していた。また
生後 7 日目において、ステアリン酸、アラ
キドン酸にも有意差がみられたが、他の日
齢においては、他の脂肪酸の比率に有意な
差を認めなかった (図 2)。 
 
（3）n-3 PUFAs 欠乏は生後アストロサイ
トの発生および成熟に影響を与える。 
 脳の生後発達時のグリア細胞の発生およ
び成熟における n-3 PUFAs の役割を明ら
かにするために、最初に生後 0 日目、7 日
目、14 日目の脳組織に対して抗 GFAP 抗
体を用いた免疫染色を行った。DEF 食群の
生後 0 日目の脳においては、大脳皮質深層
部の GFAP 陽性細胞が散在している様子
が観察された。また生後 7 日目の脳では、
Cont 食群は、大脳皮質深層に存在する
GFAP 陽性細胞が、各細胞からいくつもの
突起をのばし、隣接する細胞と交叉してい 
図 2：生後 0 日目、7 日目、14 日目の脊髄

内脂肪酸の比率。DHA の含有比率が有意
に低下している。 
 
た。また表層にもいくつかの GFAP 陽性細
胞が存在していた。これに対して、DEF 食
群の脳は、GFAP 陽性細胞の分布パターン
は Cont 食群と変わらないが、全体的に
GFAP 陽性細胞の数が少なく、突起の複雑
性も乏しかった。生後 14 日目の脳では、
Cont 食群は、深層の GFAP 陽性細胞と突
起によって生後 7 日目に比べてより層状に
発現が限局していた。また、表層における
GFAP 陽性細胞数も多くなり、さらに大脳
皮質の中間層に皮質中および血管周囲など
に多数の GFAP 陽性繊維が観察された。こ
れに対して、生後 14日目のDEF食群では、
大脳皮質深層における GFAP 陽性細胞数



 

 

は明らかに少なく、Cont 食群のような層状
の発現パターンを示していなかった。また、
大脳皮質中間層における GFAP 陽性細胞
数および繊維が、Cont 食群に比べてかなり
少なかった (図 3)。 

 
図 3：生後 14 日目の大脳皮質におけるアス
トロサイトの分布 GFAP 陽性のアストロ
サイトの分布密度が、正常食摂食軍医比べ
欠乏食摂食群で低下している。 
 

 
図 4：生後 14 日目の髄鞘構築パターンの比
較。欠乏食摂食群の髄鞘構築は正常食摂食
群の髄鞘構築に比べて脆弱であり。髄鞘構
築の進度も正常食摂食群にくらべて遅れて

いる。 
 
（4）n-3 PUFAs 欠乏における髄鞘形成の
遅延 
 生後 7 日目および 14 日目のオリゴデン
ドロサイトの分布に差が見られたことから、
オリゴデンドロサイトの成熟により生じる
髄鞘の形成にも差が生じていることが考え
られたため、抗 MBP 抗体を用いた蛍光免
疫染色法を行い、両群間の髄鞘形成パター
ンを比較した。その結果、Cont 食群では生
後 7 日目より大脳皮質の白質に髄鞘形成が
確認されるが、DEF 食群では確認できなか
った。また、生後 14 日目では、Cont 食群
では大脳皮質の白質における髄鞘化がより
進んでいた。しかし、DEF 食群では、白質
の髄鞘化は起きているが、Cont 食群に比べ
て MBP の発現が乏しかった（図 4）。 
 
これらの成果をまとめた論文については現
在投稿中である。 
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