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研究成果の概要（和文）：注意欠陥多動性障害モデルラットを用い、発育期のうま味（グルタミン酸Na：MSG）
経口摂取による情動行動の変化を検討した。発育期のMSG摂取により攻撃性が減少した。その要因として、血圧
変化、脳組織障害性、腸脳連関について解析を進め、以下の結果を得た。１）MSG摂取による血圧変化は認めら
れない、２）Argyophill III染色の神経障害変化は認められない、３）脳血液関門モデル培養系でMSGによる細
胞障害性は確認されない、４）横隔膜下迷走神経遮断により攻撃性が減少した。以上の結果から、上部消化管う
ま味受容体からの迷走神経を介した脳への刺激入力によって攻撃性が変化することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Using spontaneously hypertensive rat, the change of emotional behavior by 
monosodium glutamate (MSG) intake during the period of development was investigated. MSG ingestion 
resulted in a significant reduction in aggressive behavior. To know the mechanism in less 
aggression, several experiments were performed as follows. Blood pressure was comparable to the 
controls. Argyrophil III staining to detect neuronal damage revealed no evidence of injury in the 
aggression-related brain areas. Assessment of plasma amino acids revealed a transient increase of 
the ingestion after fasting. However, lactate dehydrogenase assay in blood&#8211;brain barrier in 
vitro model showed that cell toxicity was not induced by indirect MSG application even at 700 
microM. The vagotomy at sub-diaphragm level indicated that aggressive behavior is mediated by vagus 
nerve. Data suggest that MSG ingestion during the period of development could reduce aggressive 
behavior, mediated by gut-brain interaction. 

研究分野：脳神経生理学
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１．研究開始当初の背景 

 豊かな環境飼育(EE)は、階段、トンネル、
輪車等の運動遊具を含む広いケージの中で、
運動遊具の配置および餌や水の配置の変換、
6-8 匹の動物個体数にて飼育する環境と定
義されている。EEによる脳への作用として、
１）シナプス可塑性と空間認知機能の亢進、
２）脳障害後の運動機能改善、などが報告
されている。特に、ハンチントン病の遺伝
発症型モデル動物（遺伝要因）においてEE
飼育した動物（環境要因）では、発症の遅
延と進行の抑制が報告された。（Eur J 
Neurosci 26, 101-12, 2007）。 
 個体レベルの外部環境の変化が、如何に遺
伝子／分子レベルで変化を与え、また障害
された機能への影響、さらに行動発現に影
響をもたらすのか、は大きな研究者の関心
となっている。 
 一方、注意欠陥／多動性障害(ADHD)は学
童の 5-10%にみられ、男児に多い発達障害
である。脳内ドパミン(DA)神経系の異常が
病因として上げられ遺伝要因が大きく関与
している(Hum Genet 126, 51-90, 2009)。
しかし、劣悪環境や周産期障害等の環境要
因の関与も知られている。ADHDモデル動物
として、発育期に多動性と衝動性の行動学
的特徴を示す自然発症型高血圧ラット
(SHR)が世界的に用いられている。 
 発育期の外部環境（環境要因）が脳の発
育と情動形成に与える影響を科学的に詳細
に解析することが重要であり、我々は“発
育期の外部刺激の多い飼育（EE）がどのよ
うに情動行動の形成に影響を与えるの
か？”を、SHR を用い行動および脳内分子
の両側面から解析を進めてきた。 
 これまでに、発育期(P25〜P60)の EEによ
り、雄SHRにおいて多動性の減少と社会性
の亢進が認められ、内側前頭野(PFC)および
扁桃体(AMY)におけるDA関連遺伝子の増加
を認めている。すなわち、１）オープンフ
ィールドにおける不安誘発時の移動距離の
減少、２）新奇動物に対する攻撃行動の減
少、３）PFCおよびAMYにおけるcocaine-and 
amphetamine-regulated transcript (CART) 
遺伝子発現の増加、等を確認している。 
 
２．研究の目的 

 当初、EEにより脳内(PFC,AMY)で発現増加
するCARTに注目し、発育期のいつの時期(臨
界期)から、EEの各刺激要素のどの要因によ
って、脳内のどの神経ネットワークをどの
ようなメカニズム(発現制御)により変化さ
せ、情動行動(多動性、社会性)の発現形成
に関連しているのかを明らかにすることを
目指した。 
 しかし、EEが様々な要素を含み上記実験
目的の解明には複雑であるため、当初の予

定を一部変更し、以下のテーマについて取
り組んだ。すなわち、より単一の外部環境
刺激として味覚基本味のひとつ“うま味”
を発育期に経口摂取させる実験系を用い、
以下の実験を実施した。 
１、発育期の外部環境刺激としてうま味(グ
ルタミン酸ナトリウム:MSG)を経口投与さ
せ、情動行動(不安様行動、攻撃行動)への影
響を検討した。 
２、MSG経口摂取による情動行動の変化の
臨界期を明らかにする。 
３、MSG経口摂取による攻撃性低下のメカ
ニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 

（１）動物実験 
 25 日齢オスの自然発症型高血圧ラット
(SHR/Hos：45-50 g)は星野試験動物飼育所
(茨城県坂東市)から購入し、社会性試験に
用いた8週齢Wistar ST(280-300 g)は日本
SLC(静岡県浜松市)から購入した。動物の飼
育は、12時間毎の明暗サイクル(明期：8-20，
暗期：20-8)、23±2℃の室温下、餌(MF1：
オリエンタル酵母、東京)および水を自由に
摂取可能な条件下で行った。すべての動物
実験は名古屋市立大学動物実験委員会の承
認を得て、動物実験規程及び指針を遵守し
て実施した。 

（２）飼育条件 
離乳直後の生後25日齢のオスSHRを、生
後60日齢までの発育期の5週間、一匹で飼
育した。餌および滅菌水、60 mM MSG 水溶
液または60 mM塩化ナトリウム(NaCl)水溶
液を経口から自由摂取させ、火曜日と金曜
日の1週間に2回交換、また床敷を金曜日
に交換した。体重、飲水量、摂食量は、週
3回(火曜日、金曜日、日曜日)に測定した。
生後8週齢に達した成熟後に、以下の情動
行動実験を行った（図１）。 

（３）行動評価 
 オープンフィールド試験(O-test)および
ソーシャル試験(S-test)を午後3時から午
後7時の間に実施した。S-testでは新奇動
物として8週齢のWistarラットを用いた。 

 ①オープンフィールド試験(O-test) 
 円形空間のオープンフィールド(直径 60 
x 高さ50 cm)の中心部にラットを置き、新
奇環境下での不安様行動を 10 分間観察し
た。真上に設置したビデオカメラに行動を



記録し、行動解析ソフト(Smart ver2.0)に
より解析した。10分間の総移動距離(cm)を
多動性の指標とした。また、直径30 cmの
中心領域への侵入回数を不安様行動の指標
とした。 
②ソーシャル試験(S-test) 
黒色の試験箱(横 20 x 縦 60 x 高さ 50 
cm)の中に動物を1匹の状態で5分間入れ、
テスト環境に 3 日間順応させた。SHR およ
び頸部に着色した新奇 Wistar ラットを試
験箱の両端に同時に入れ、5 分間の行動を
箱の真上に設置したビデオカメラに記録し
た。観察対象のSHRが新奇動物の匂いを嗅
ぐ行動(sniffing)の時間、新奇動物の上に
乗る(riding)回数、新奇動物の上に乗って
攻撃する行動(aggression)回数をビデオか
ら計測し、社会性行動の指標とした。 

（４）血圧測定 
 P40 および P64 の動物を特性ラットネッ
トに入れラットポケットを用いて保温し、
数分後の安定化したのち非観血血圧測定法
(softron 社: BP-98A-L)により尾動脈から
平均血圧を測定した。 

（５）遊離アミノ酸測定 
 MSG(0 mM,60 mM,180 mM)水溶液および餌を
自由摂食させた成熟動物、１６時間絶食後に
180 mM MSG水溶液を摂食させた成熟動物から、
深麻酔下に経心的に血液を採取し、遠心によ
り血清を得た。血清中の遊離アミノ酸測定は、
クロロギ酸プロビルによりプレカラム誘導
体化した後、高速液体クロマトグラフ-質量
分析装置により、日本動物特殊診断(株)に委
託し定量した。 

（６）Argyophil III染色 
 Argyophil III 染色は、細胞障害後の好
銀性の亢進を検出し、神経細胞障害を超早
期に感度良く検出できる方法である。絶食
後のMSG摂取の３時間後に経心的に灌流固
定し、これまでの報告と同様に染色を実施
した（Misumi et al, Cell Transplantation 
25(7), 2016）。 

（７）脳血液関門(BBB)培養系モデル 
 ファルマコセル(株)からBBB培養モデル
を購入し、プロトコールに従って細胞培養
し、血管内皮細胞、アストロサイト、神経
細胞からなるBBB培養系モデルを確立した。
電気抵抗値が 150 Ωcm2以上のウェルを用
いて行った。MSG 水溶液の自由摂食時およ
び絶食後MSG水溶液摂食時に相当する血清
中遊離 Glu 測定に相当する 100μM および

700μMの濃度を用いた。Gluのインサート
ウェル内投与による神経細胞の細胞死は、
LDH細胞死アッセイ法を用いて実施した。 

（８）迷走神経神経切断 
あらかじめ24時間前から絶食とした生後25
日齢のSHRを用い、横隔膜下で両側の迷走神
経を切除した (Uematsu et al, Eur J. 
Neurosci. 31,1136-43, 2010)。術後は１週
間に２回、体重変化、飲水量および餌摂取量
を測定し、成熟後に情動行動を観察した。 
 
４．研究成果 
 
（１）発育期うま味摂取による行動変化 
①オープンフィールド試験 
 多動性の指標である総移動距離、不安様
行動の指標である中央部分への進入回数を
調べた。 
 発育期のMSG経口摂取により、大きな変
化は認められなかった。（図２） 
 
②ソーシャル試験 
 試験箱に３日間馴化したのち、新奇
Wistar ラットに対面させ、匂い嗅ぎ行動
(sniffing)、上乗り行動などの攻撃性行動
を評価した。 
 発育期に60 mM MSG溶液を経口摂取した
場合にはsniffing時間が短縮した。１分以
降の時間の短縮が著しかった。（データ省
略） また、riding および biting などの
攻撃性行動が著しく低下することが明らか
になった。（図３） 
 
（２）血圧変化 
 発育期のMSG経口摂取による攻撃性減少の
メカニズムについて、血圧の関与について調
べた。 
 離乳後の５週間投与中のP40、および成熟
後のP63において、水投与群、MSG（60mM）投
与群、NaCl(60mM)投与群の間に血圧変化は認
められなかった。（図４） 

（３）血中遊離アミノ酸測定 
 MSG 摂取による血中グルタミン酸の変動
を、血中遊離アミノ酸測から検討した。 
 餌摂取が自由に可能な通常飼育時には、
血中アミノ酸の変動は認められず、遊離グ
ルタミン酸濃度は80μM程度である。 
 一方、絶食後の180 mM MSG水溶液摂取３
０分後には、一時的に血中遊離アミノ酸が
変動し、遊離グルタミン酸は700μM程度に
上昇していた。（図５） 
 
（４）Argyophil III染色 
 絶食後のMSG摂取による一過性血中グル
タミン酸上昇による脳組織ダメージの有無



を検討するため、神経細胞障害の最初期変
化を検出することが可能なArgyophill III
染色を実施した。 
 攻撃性に関係する脳部位、内側前頭野、
扁桃体内側核、扁桃体中心核、視床下部背
内側核、中脳水道灰白質、その他部位の室
傍核、延髄弧束核など、脳内に明らかな好
銀性を示すArgyophill III陽性細胞は検出
されなかった。（図６） 
 
（５）BBB培養系モデル 
 一過性グルタミン酸上昇による神経細胞
への障害の可能性をin vitroで検討するた
め、BBB培養モデル系を用いた。 
 MSG100μM および MSG700μM を培養ニュ
ーロンへ投与すると細胞死が認められるの
に対し、BBB 培養系モデルでは細胞障害は
認められなかった。（図７） 
 すなわち、血中グルタミン酸が一過性に
700μM程度上昇しても、脳内の神経細胞へ
の細胞障害を与えないことが確証された。 
 
（６）横隔膜下迷走神経切断(TVx) 
 上部消化管のうま味受容体の存在が報告
されている。上部消化管受容体から迷走神
経を介した脳へ刺激入力による情動行動の
変化の可能性を、横隔膜下迷走神経切断術
を用いて検討した。 
 生後２５日に迷走神経を切断し、５週間
MSG を摂取さたのち情動行動を評価した。
その結果、MSG による攻撃性減少の作用は
TVxにより消失した。（図８） 
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