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研究成果の概要（和文）：本研究では、オープンフィールド法とビー玉埋没テストを用いて、人工菌叢マウスの行動特
性を、アイソレーター内測定法を用いて厳密に測定した。無菌マウス（GF）は、SPFマウスの糞便を移植した無菌マウ
ス(EX-GF)と比較し、多動で不安レベルが高かった。GFマウスにBifidobacterium infantisを移植すると運動能が、Bla
utia coccoidesの移植によって不安関連行動が減弱した。このように腸内微生物は宿主の行動特性やストレス応答の発
現に関わっていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, open-field and marble-burying tests were used to analyze 
anxiety-like behaviors and locomotor activity in gnotobiotic BALB/c mice with a common genetic background 
in a sterile isolator.
As a result, EX-GF mice, the gnotobiotic mice with normal specific pathogen-free microbiota, were less 
anxious and active than GF mice using open-field and marble-burying tests. Monoassociation with Brautia 
coccoides reduced the anxiety level, but it did not affect the locomotor activity. In contrast, 
colonization with Bifidobacterium infantis decreased the locomotor activity, while having little effect 
on the anxiety level. These results strongly support the view that gut microorganisms modulate behavioral 
phenotype and stress response of the hosts.

研究分野：内科学一般（含心身医学）
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１．研究開始当初の背景 
腸内細菌叢は、体細胞の総数を超える約

100兆の細菌によって構成されるきわめて複
雑な集団であり、その重量は成人では 1kgに
も相当するとされている。この腸内細菌は、
ヒトには存在しない多くの細菌固有遺伝子
を含んでおり、体細胞では代謝できない物質
を栄養素に分解する、などの重要な役割を演
じている。 

2010年の Science誌上 (330:1612-3, 
2010)で、過去 10年間における 10大成果の
ひとつに“腸内フローラ研究の進歩”が挙げら
れているように、腸内細菌叢は、これまで知
られていなかった宿主の生理機能や炎症性
腸疾患、肥満症などの病態形成にも深く関与
していることが明らかにされている。 
我々のグループは、以前より、無菌
（germ-free: GF）マウス、人工菌叢マウス
を用いて、腸内細菌叢の宿主中枢神経機能へ
及ぼす影響について研究を進めてきた。その
結果、GFマウスでは、主要なストレス応答
系である視床下部－下垂体－副腎軸
（hypothalamic pituitary adrenal axis: 
HPA axis）の反応性が通常の specific  
pathogen free (SPF)環境下で生育されたマ
ウスと比較し、著明に亢進していることを明
らかにした。さらに単一の細菌より構成され
た人工菌叢マウスを用いた実験により、腸内
細菌は成長後のHPA axisの反応性に深く関
与していることが明らかとなった（J Physiol. 
2004;558:263-75）。 
以上の事実は、腸内細菌に由来するシグナ
ルが宿主の中枢神経機能へ影響することを
示しており、極めて興味深い。 
  
２．研究の目的 
本研究の目的は、人工菌叢マウスを用い、
腸内細菌が成長後の行動特性（運動能、不安
関連行動、攻撃性）の発現にどのように関与
しているかに関して、信頼性と再現性に優れ
た“アイソレーター内行動解析法”を用いて明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）動物 
実験には、①GF, ②SPFマウスの腸内細菌
を移植した GFマウス（EX-GF）, ③
Bifidobacterium infantis単一細菌マウス, 
④Blautia coccoides単一細菌マウス（すべて
雄 BALB/cマウス）を用いた。これら単一細
菌マウスは、それぞれの細菌（109 CFU）を
母マウスへ経口的に投与し、その母マウスか
ら出生した仔マウスを用いた。この 2種類の
単一細菌マウスを用いた理由は、①ヒトにお
ける最優勢菌叢のひとつである、②細菌学的、
免疫学的基礎データが蓄積されている、③す
でに当施設で保有されている、ことによる。 
    
（２）行動特性の評価 
マウスの行動特性は、ガラス玉覆い隠し行

動（図：marble- burying behavior: MBB）

とオープンフィールド法 (open field 
method: OFT)をアイソレーター内で行う“ア
イソレーター内行動解析法”にて評価した。 

MBBは，敷き詰めた床敷（オガクズ）上
に配したガラス玉をマウスが床敷内に埋め
てしまう行動である。この行動はセロトニン
再取り込み阻害薬にて抑制されることより、
強迫性障害の動物モデルとして位置づけら
れており、不安関連行動を反映するとされて
いる。OFTは，実験動物の自発運動量や活動
性，一般行動を測定する場合に汎用されるが，
動物の不安や恐怖などの情動反応を評価す
る試験としても利用される簡便な方法であ
る。実際の測定は、アクリル板で作成した四
方形のフィールドを用い、マウスが 30分間
に移動した距離 (DT30)および辺縁部滞在時
間 (TS30) を自動行動解析装置（カラービデ
オ・トラッキング・システム）にて解析した。
一般に不安レベルの高いマウスはフィール
ドの辺縁部を好む傾向があり、辺縁部滞在時
間が長いほど不安レベルが高いと判定する。 
なお、実験に用いたすべてのマウスは、行
動解析前後に糞便を採取し、無菌または移入
された単一細菌のみであることを確認した。 
 
４．研究成果 

上図のようにGF群はEX-GF群と比較し、
いずれの週齢においても有意に長い距離を
移動していた。Bifidobacterium infantis（Bi）
群では、EX-GF群と同程度に DT30が減弱



していたが、Blautia coccoides（Bc）群では
減弱効果は認めず、GF群と同程度に多動で
あった。 

次に不安関連行動を OFTとガラス玉埋没
行動（marble burying behavior: MBB）を用
いて評価した。OFTにおける不安関連行動の
指標として辺縁部滞在時間（TS30）を用いた。
上図のように GF群は EX-GF群と比較し、
いずれの週齢においても有意に辺縁部滞在
時間が長かった。Bc群は、GF群と比較し、
7，10週齢において有意に TS30が短縮して
いた。一方、Bi群は、GF群と同程度の不安
レベルであった。 

 
次にMBBを用いた不安関連行動を検討し
たところ、7週齢では GF，EX-GF群の間に
埋められたビー玉数に差はなかったが、週齢
を重ねるにつれて EX-GFのガラス玉覆い隠
し行動は減弱した。一方、Bc群は、GF群と
比較し、全週齢にわたってNBMは低かった。
一方、Bi群は、GF群と比較し、7週齢では
低下していたが、10，16週齢時点では差は
なく、時間経過を考慮した ANOVAでは群間
差を認めなかった。以上の結果は、GFマウ
スは、EX-GFマウスと比較し、多動で不安レ

ベルが高いことを示している。 
以上の結果は、腸内細菌叢は宿主の行動特
性を変化させることを示している。現在、こ
の行動変容に至る経路や関与する物質の同
定を進めている。 
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