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研究成果の概要（和文）：生後早期のストレスが子供の脳や身体の発育に与える影響について研究を行ってき
た。中枢と末梢臓器を連関させる因子として、腸内細菌叢組成の動態変化に着目し、臓器連関（脳-腸相関）の
観点から、脳発達期（生後早期）のストレス曝露の影響を探索した。
本研究で幼少期ストレスとして離乳前に母仔分離したモデル動物の腸内細菌叢を解析した結果、生活習慣病及び
炎症に関連した組成に変化が認められた。一方、同モデルでは、発達期の脳でミクログリアが産生する炎症性サ
イトカイン発現量が増加していた。これらの結果は、幼少期ストレスが炎症を惹起し易い腸内細菌環境を作り出
し、その影響が脳内の炎症へと波及する可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：Numerous studies reported on the effects of early life stress on brain and 
body development. However, little is known about how it alters the intestinal bacterial flora. The 
new vistas for understanding the brain-gut interactions related to the gut microbiota provide 
further insights to understanding the developmental mechanism of brain-gut interactions. 
In this study, we examined the gut microbiota of a maternal separation model in rats and found 
changes in composition particularly related to lifestyle-related diseases and inflammation. 
Furthermore, this animal model showed an increased expression of inflammatory cytokines released by 
microglia in the brain during early life. These results suggest that early life stress alters an 
inflammation-prone gut microbiota, which may cause inflammation in the brain.　

研究分野： 発達神経科学

キーワード： 母子分離　幼少期ストレス　腸内細菌叢　炎症性サイトカイン　ミクログリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、幼少期ストレスが腸内細菌叢組成を変化させる事で生活習慣病及び脳内炎症を引き起こしやすい
体内環境を生後早期の時点で作り上げてしまう事を示している。腸内細菌叢という観点から幼少期ストレスの影
響を捉えようとする研究はまだ少ないが、この理解が進むことで育児放棄・虐待といった幼少期の不遇な養育環
境にあった児のその後の発達を改善する手段として療育のみならず腸内細菌叢の改善という観点が産まれる。本
研究結果を基盤に、更なる幼少期ストレスによる脳腸相関を原因とした影響が解明する事でそれを回復する機能
性食品などの開発にも繋がる期待がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

生後早期は中枢・末梢組織を問わずに環境の影響を受けやすい時期である。これまで我々は
脳発達期のストレス曝露モデルとして、生後早期の母子分離モデルを確立し、中枢神経系への
様々な影響とそれによる記憶学習能力・社会性等の異常を見出してきた。一方で、このモデル
において、脂肪蓄積や肥満の原因となるエネルギー代謝調節機構が破綻している可能性につい
ても報告はしているものの、その知見は乏しく詳細は明らかとなっていない。 

近年では腸内細菌叢組成の変化が宿主のエネルギー調整機構に影響すること、そして肥満や
2 型糖尿病等の代謝疾患と密接な関係がある事が明らかになりつつある。更に、腸内細菌叢は
神経発達障害や精神神経疾患への関与も多く報告されている。しかしながら、虐待・育児放棄
のような幼少期のストレス環境が児の腸内細菌叢組成をどのように変化させるのかはほとんど
検討されていない。このような点から本研究は生後早期のストレスが様々な発達への影響を及
ぼす原因の一つとして脳－腸相互臓器連関に着目し、腸内細菌叢組成がどのように変化しうる
のかを明らかにすることが中枢及び末梢組織におけるエネルギー代謝調節機構の異常や神経発
達への影響を解明する手掛かりになると考え研究を開始した。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では幼少期ストレスとして母子分離動物モデルを用いて、まだ知見の少ない腸内細菌
叢組成にどう変化させるのかに焦点を当て、それがエネルギー代謝機構や脳発達にどのような
影響を与えうるのかを明らかにする事を目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 
(3-1) 母子分離動物の作製 
動物は SDラットを用いて、出生後の生後 2-20日齢まで仔を母獣から個別に分離した(3 時間

×2回/日、母子分離群)。肥満傾向と腸内細菌叢の関係をより詳細に調べるために、母子分離
による体重減少が軽度な群として分離中に保温した群も作製した (母子分離-保温群)。対照群
は母獣と共に養育を行った仔を用いた (通常養育群)。各母獣には母子分離群と通常養育群の仔
をそれぞれ 3匹つけて、母獣による養育の影響が出ないように配慮した。仔は 21 日に離乳し、
2 匹/ケージで飼育した。肥満傾向を調べるために母子分離-保温群の体重を生後 21 日から 105
日まで 1 週間ごとに測定した。 
 
(3-2) 腸内細菌叢の解析 
 生後 21日の離乳前にセボフルラン深麻酔下で各群の腸管内の糞便を採取し、液体窒素で凍結
した後に-80℃で保存した。糞便からの DNA抽出・精製は FavorPrep Stool DNA Extraction 
Mini Kit（FAVORGEN社）と NucleoSpin gDNA Clean-up (Macherey-Nagel社) を用いて行っ
た。腸内細菌叢の解析はアプロサイエンス社に外注しメタゲノム解析（16S rRNA シークエン
ス）を行った。 
 
(3-3) 発達期における脳内サイトカイン発現とミクログリア解析 
 生後 7,14,21,28,35 日齢で各群の脳採取を行い、実体顕微鏡下で内側前頭前皮質を採取し
た。RNeasy kit(QIAGEN)と QuantiTect Rseverse Transcription kit (QIAGEN)を用いて RNA抽
出及び逆転写を行った後にミクログリアに関連した炎症性サイトカインの遺伝子発現量を解析
した。 
 更に、サイトカインに大きな変化が認められた生後 14 日齢で 4%パラホルムアルデヒド固定
した脳を採取し、40µm の切片を作製した後に free-floating 法でミクログリアのマーカーであ
る Iba-1 に対する抗体(Wako)を用いて免疫組織染色を行った。 
 
(3-4) 発達期の内側前頭前皮質の解析 
 上記(3-3)で採取した脳サンプルを用いて、生後 7-35 日齢における興奮性・抑制性ニューロ
ンに関連した因子の広範な遺伝子発現解析を行った。また更に、そこから得られた知見から生
後 35 日齢の parvalbumin 陽性抑制性ニューロンに着目し 4%パラホルムアルデヒド固定した脳
を採取し、40µm の切片を作製した後に free-floating 法で parvalbumin に対する抗体 
(Synaptic systems)を用いて免疫組織染色を行い、陽性細胞数を測定した。 
 
 



４．研究成果 
(4-1) 母子分離による離乳後の体重変化 (図 1) 
 分離による体重減少が軽度な母子分離-保温群は生後 21 日時点では、通常養育群に比べて体
重が有意に低下していたものの、生後 42日にその差はなくなった。しかしながら生後 105日ま
で体重を測定しても通常養育群を超える体重の増加は認められず肥満傾向は認められなかっ
た。但し、母子分離が終了してすぐの生後 28 日及び 35 日で一過性に体重の増加率が有意に高
い状態にあるなど通常養育群と異なる体重変化が認められた。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4-2) 腸内細菌叢の変化 
 生後 21日時点での腸内細菌叢を比較すると、母子分離-保温群では Firmicutes 門の比率が減
少し Bacteroidetes 門の比率が増加しており共に有意であった (図 2)。肥満傾向のあるヒトで
は Firmicutes 門が多く、Bacteroidetes 門が減少している傾向があることが報告されているこ
とを鑑みると、本結果は逆であり少なくとも腸内細菌叢の組成は肥満を引き起こすような状態
ではないのかもしれない。しかしながら Bacteroidetes 門の増加は 2型糖尿病患者や慢性腎不
全モデルに認められるものであることを考慮すると、生活習慣病に関連した腸内細菌叢の変化
を母子分離が引き起こしている可能性はある。また 9週齢時点では有意差は認められなかった
ものの Firmicutes 門の減少と Bacteroidetes 門が増加する傾向は続いていた (図 2)。それ故
に少なくとも一定環境下での飼育の場合、幼少期のストレスによる腸内細菌叢組成の変化は一
過性のものではなく成熟後まである程度持続的なものであると考えられる。 

 更により強いストレスのかかる保温無しの母子分離では生後 21 日齢で Proteobacteria 門の

比率が有意に増加しており、ストレスの強度によっても腸内細菌叢は異なる変化がある事が示

された (図 3)。Bacteroidetes 門や Proteobacteria 門の増加及び Firmicutes 門の減少は自閉

症児に見られる特徴であることが報告されている (Finegold et al. 2010, Coretti et al. 

2018)。また Bacteroidetes 門や Proteobacteria 門はグラム陰性細菌で細胞外膜が存在し、そ

の構成成分として Lipopolysaccharide (LPS)を含んでいる。これが Toll 様受容体 (TLR)を介

した免疫反応を引き起こして炎症関連因子の発現を誘導することは良く知られている。それ故

に、幼少期ストレスによる Bacteroidetes 門や Proteobacteria 門の増加は通常養育群と比べ炎

症を引き起こしやすい腸内細菌の状態となっている事が示唆する結果といえる。 

 

 

 

 

図１：母子分離-保温群の体重変化と増加率 
Mean±SEM、＊: p ＜ 0.05 

図２：母子分離-保温群の腸内細菌叢組成の変化 (各群 6匹) 
＊: p ＜ 0.05 

 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
(4-3) 発達期における一過性のサイトカイン発現の増加 

 腸内細菌叢組成の変化から炎症の起こりやすい状態になっているのではないかと考え、次に

脳内においてミクログリアが産生する炎症性サイトカインの遺伝子発現量を比較した。社会行

動の異常とそれに関連した内側前頭前皮質に異常がある事を我々は既に確認していることから 

(Ohta et al. 2020)、内側前頭前皮質に焦点をあてて解析したところ、生後 14日齢において

IL-1βと TNFαの発現量が約 1.5倍に増加していた (図 4)。更に炎症性サイトカインの放出に

関わる M1型(炎症性)ミクログリアのマーカーである CD86の発現量が生後 7 日齢に有意に増加

し、神経栄養因子の放出に関わる M2型(保護性)ミクログリアのマーカーである CD206 の発現は

生後 21日以降に徐々に低下し生後 35 日齢で有意に減少していた(図 4)。これらの結果は、幼

少期ストレスである母子分離が生後早期の時点で脳内炎症を引き起こしうる炎症性サイトカイ

ンの発現を誘導していることを示唆するものである。一方で IL-1βと TNFαの発現量が有意に

増加していた生後 14日齢で免疫組織染色にてミクログリア数を測定したが有意な結果を得る事

はできなかった。これに関しては今後更に形態解析を含んだより詳細な検討が必要である。 

 

図４：母子分離による発達期の炎症性サイトカイン及びミクログリアマーカー発現の変化 
Mean±SEM、＊: p ＜ 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4-4) 内側前頭前皮質における Parvalbumin 陽性抑制性ニューロンの減少 

 母子分離が内側前頭前皮質の神経発達自体にはどのような影響を引き起こすのかを検討する

ために、興奮性・抑制性ニューロン関連因子の解析を行ったところ Parvalbumin の発現が生後

21 日以降に顕著に低下している事が見出された (図 5A)。更に生後 35 日で免疫組織染色を行っ

て陽性細胞数を測定したところ、内側前頭前皮質の中でも特に腹側にあたる部位で

Parvalbumin 陽性抑制性ニューロン数が有意に減少していることが確認された (図 5B)。 

 

 

 

図３：母子分離群の腸内細菌叢組成の変化 (各群 6匹) 
＊: p ＜ 0.05 
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(4-5) 総括 

本研究において、我々は幼少期一過性のストレスが腸内細菌叢組成を変化させうることを明

らかにした。少なくともこの腸内細菌叢組成は肥満そのものに関わるものでは無かったが、糖

尿病や慢性腎不全などの生活習慣病に関わる可能性が示唆されるものであった。また、

Bacteroidetes 門や Proteobacteria 門の増加など炎症に関わる腸内細菌叢組成の変化も認めら

れ、実際に内側前頭前皮質において炎症性サイトカイン増加やそれを放出する M1 型(傷害性)ミ

クログリアの増加を示唆する結果も認められている。また興味深い事に、母子分離によるスト

レス曝露は既に終了しているにも関わらず、M2型（保護型）ミクログリアの減少を示唆するよ

うな結果が得られ、それと同期する形で Parvalbumin 陽性抑制性ニューロン数も減少してい

た。これらの関係性が本研究で完全に解明されたわけでは無いが、M2 型（保護型）ミクログリ

アが脳由来神経栄養因子などの放出に関わる事を鑑みると Parvalbumin 陽性抑制性ニューロン

数も減少に関わった可能性は十分に考えられる。Parvalbumin 陽性抑制性ニューロンは特に内

側前頭前皮質において社会性の発現に重要な意義をもつγ波の形成に関わる抑制性ニューロン

であり、その減少が母子分離群における社会性の異常をもたらしていると考えられる。 

幼少期ストレスが体内に及ぼす影響は非常に複雑であり、未だにその機序は掴めていない。

脳内炎症は様々な神経発達障害の原因であることが指摘されていることからも、本研究により

得られた腸内細菌叢の変化と脳内炎症との関係をより詳細に解明することは、幼少期ストレス

がもたらす脳－腸相互臓器連関として様々な発達への影響を長期的にもたらす機序の解明に繋

がるかもしれない。 

図５：母子分離による発達期の Parvalbumin 発現の変化 
Mean±SEM、＊: p ＜ 0.05 
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