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研究成果の概要（和文）：本研究では幼少期の乏しい社会環境が脳の発達と社会性の獲得に悪影響を与えるメカ
ニズムを解明することを目的とした。幼少期に社会隔離を行ったマウスでは社会性行動の低下、不安様行動の増
加を示し、前頭皮質では神経細胞とミクログリアの数が減少した。遺伝子発現解析では、転写調節、ストレス応
答、シナプス機能に関わる遺伝子を同定し、これらの遺伝子が自閉スペクトラム症やストレス関連の疾患に関わ
ることを明らかにした。また、最も有意に変動した遺伝子GeneS15のノックアウトマウスでは社会性行動が低下
しており、幼少期の社会環境が脳の発達と社会性の獲得に与えるメカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to understand the mechanism of poor social 
environment in childhood that adversely affects brain development and sociality acquisition. Mice 
that underwent social isolation during childhood showed impaired social behavior and increased 
anxiety-like behavior, and decreased numbers of neurons and microglia in the frontal cortex. Gene 
expression analysis identified genes involved in transcriptional regulation, stress response, and 
synaptic function, and revealed that these genes are involved in autism spectrum disorders and 
stress-related diseases. In addition, the most significantly altered gene S15 knockout mouse showed 
an impairment in social behavior, uncovering a part of the mechanism by which the social environment
 in childhood influences brain development and acquisition of sociality.

研究分野： 分子神経発達学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、幼少期の社会環境が脳の脳と行動に与える影響が明らかになった。幼少期の社会環境は環境要因
であることから、子どもの生育環境を整えることによって適切な脳の発達や社会性の形成、ストレスの軽減や予
防などが期待できると考える。本研究での遺伝子発現や脳組織における知見は自閉スペクトラム症のモデルマウ
スの知見と類似することからも、前頭皮質の神経細胞のシナプス形成やミクログリアの適切な発達が社会性に関
わる神経基盤に繋がるとが示唆された。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、ライフスタイルの変化による少子化や核家族化に加え、携帯電話などの技術発展に伴い、

子どもが一人で過ごす時間が増え、他者と接する機会が著しく減少しつつある。現代社会におけ
る子どもを取り巻く社会環境が、脳と社会性の発達にどのような影響を与えるのかを理解する
ことは重要である。 
この背景として、(1)ルーマニアのチャウシェスク政権下では人工中絶禁止と人口増加政策に

より 10 万人以上の孤児が社会との関わりの少ない劣悪環境の国営施設で育てられ、自閉症様症
状、知的障害、言語障害、認知障害、多動性障害などの精神症状を示したこと(Nelson et al., 
2007, Science; Nelson et al., 2013, Sci Am)、(2)ウィスコンシン大学・Harlow らは新生児
サルを出生後から半年隔離飼育すると自閉症様行動を示したことを報告した(Harlow et al., 
1965, PNAS)。また、(3)ハーバード大・Makinodan らは仔マウスを生後 21日から 35 日齢まで隔
離飼育し、前頭前皮質の髄鞘化の臨界期がこの期間に存在すること(Makinodan et al., 2012, 
Science)、(4)奈良県立医大・Yamamuro らは同モデルにて前頭前皮質 5層の錐体細胞の興奮性が
低下することを報告した(Yamamuro et al., 2017, Cereb Cortex)。 
以上から、幼少期の乏しい社会環境が脳の発達と社会性の獲得に悪影響を与えることが示唆

されたが、メカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では幼少期の乏しい社会環境が脳の発達と社会性の獲得に悪影響を与えるメカニズム

を解明することを目的とする。そのため、本研究では社会隔離マウスの前頭前皮質に着目して社
会隔離によってエピジェネティックに影響を受ける遺伝子群の同定、及び神経細胞・グリア細胞
を同定する。 
 
３．研究の方法 
平成 30年度の研究計画   
(1)幼少期ストレスが成体の個体行動に与える影響の解析 
幼少期の乏しい社会環境を再現するため、離乳直後の生後 21 日齢から生後 50 日齢まで隔離

飼育したモデルマウスを作製する。この社会隔離マウスの行動解析を行い、不安様行動、社会性
行動について解析を行う。対象となるマウスとの接触回数、時間を指標とし、各群 15 個体を 3
チャンバー試験に用いる。 
(2)社会隔離によって影響を受ける DNA のメチル化解析 
生後 51日齢のマウス前頭前皮質からゲノム DNA とトータル RNA の同時抽出したゲノム DNA を

用い、DNA メチル化修飾を同定するため MBD シークエンスを行う。メチル化シトシンに特異的に
結合する MBD2 タンパク質をリガンドとし、MBD2 抗体によりメチル化領域の DNA 断片を回収した
のちシークエンスサンプル調整とシークエンスを行う。その後、得られた配列情報をゲノム情報
上にマッピングを行い、ピーク解析によってメチル化修飾領域を同定し、メチル化修飾を受ける
遺伝子・プロモーター・非翻訳領域を網羅的に同定する。   
(3)社会隔離によって影響を受ける遺伝子の発現解析 
上述の通り、マウス前頭前皮質から同時抽出を行ったトータル RNA を用い、遺伝子発現の変化

を解析するため mRNA シークエンスを行う。トータル RNA から polyA ビーズにより mRNA を精製
したのちシークエンスサンプル調整とシークエンスを行う。その後、得られた配列情報をゲノム
情報上にマッピングを行う。遺伝子発現変動解析、遺伝子オントロジー解析を行い、社会隔離に
よって影響を受ける遺伝子を網羅的に同定する。 
(4)社会隔離によってエピジェネティックに影響を受ける遺伝子の同定 
前述の DNA メチル化解析と遺伝子発現解析により同定した遺伝子リストを比較し、重複した

遺伝子を「社会隔離によってエピジェネティックに影響を受ける遺伝子」と定義する。過去の文
献も参考にしつつ最終的には DNA メチル化解析と遺伝子発現解析で重複し、社会隔離マウスで
有意かつ大幅に発現が減少した遺伝子を 10 個程度に絞り込み、マウス前頭前皮質での発現を定
量 PCR にて確認する。  
(5)社会隔離によってエピジェネティックに影響を受ける遺伝子の機能解析 
行動解析後に脳を固定し、作製した凍結切片を用いて、脳組織上で同定した遺伝子の免疫組織

染色を行う。神経細胞に発現する遺伝子の場合、前頭前皮質の初代神経細胞培養を行い、shRNA
を用いたノックダウン実験によって細胞分化と形態を調べる。また、胎生期マウスにおける子宮
内エレクトロポレーション法を用いたノックダウン実験を行い、細胞移動・分化を調べる。グリ
ア細胞に発現する遺伝子の場合、発現するグリア細胞の初代培養を行い、shRNA を用いたノック
ダウン実験によって細胞分化と形態を調べる。もし同定した遺伝子のノックアウトマウスや
flox マウスが存在する場合、速やかに導入して社会性行動を試験し、マウスの組織解析を含む
機能解析を行う。 
(6)社会隔離によって影響を受けるグリア細胞の解析 
行動解析後に脳を固定し、作製した凍結切片を用いて、オリゴデンドロサイト、アストロサイ

ト、ミクログリアの各マーカーを用いた免疫組織染色を行い、それぞれのグリア細胞の細胞数を
定量する。必要に応じて突起の長さ、形態の異常についても調べる。   
(7)社会隔離によって影響を受ける深層の神経細胞の解析 



行動解析後に脳を固定し、作製した凍結切片を用いて、深層の神経細胞マーカーによる免疫組
織染色を行い、大脳皮質の層構造に着目してそれぞれの細胞数を定量する。必要に応じて樹状突
起の長さやブランチングなどの形態異常についても調べる。    
以上の実験から、社会隔離によってエピジェネティックに影響を受ける遺伝子群を DNA メチ

ル化解析と遺伝子発現解析により同定する。同様に、社会隔離によって影響を受ける神経細胞・
グリア細胞を免疫組織染色により同定し、社会性におけるグリア細胞と深層の神経細胞の役割
を明らかにする。   
 
４．研究成果 
社会隔離が成体の個体行動に与える影響 
 社会隔離マウスは成体において不安様行動が増加し、社会性行動と社会性認知行動の低下を
示したことから、幼少期の社会環境が個体行動に影響を与えることを見出した。 
 後述の遺伝子発現解析の結果において、シナプス関連遺伝子の発現が同定されたことから、不
安様行動と社会性行動のみならず、記憶や学習においても影響が出ていることが示唆されたた
め、今後は記憶や学習を含む、様々な行動試験を行うことで網羅的に影響を解析する必要がある。 
社会隔離によってエピジェネティックに影響を受ける遺伝子 
MBD シークエンス、及び mRNA シークエンスの結果、幼少期の社会環境によってエピジェネテ

ィックに影響を受ける遺伝子群を同定することができた。MBD シークエンスでは 50 を超えるメ
チル化ドメインが社会隔離によって有意にメチル化されることが明らかとなったが、これらの
ドメインにおける近傍遺伝子はわずか数個であった。また、データベース等の検索においてもこ
れらの遺伝子と社会性行動との関連は見い出せなかった。 
しかしながら、mRNA シークエンスでは 15 個の遺伝子が有意に変動することが明らかとなっ

た。同定した遺伝子数が少数であったため、全ての遺伝子に対する発現を定量 PCR にて検証した
ところ、別個体のマウス前頭皮質において mRNA シークエンス結果の再現性が確認できた。これ
ら同定した遺伝子群は主に遺伝子発現などの転写調節、ストレス応答、シナプス機能に関わるこ
とが遺伝子オントロジー解析により明らかとなった。また、自閉スペクトラム症、ストレス関連
や睡眠障害などの疾患にも関わることが示唆された。 
さらに、詳細な解析を行うため、最も有意に変動した遺伝子 GeneS15 のノックアウトマウスを

導入し、社会性行動試験を行ったところ、有意に社会性行動が低下することを見出した。社会性
に関わる GeneS15 のノックアウトマウスの組織解析を行うことで社会性行動の神経基盤が明ら
かになる可能性が示唆された。 
社会隔離によって影響を受ける神経細胞・グリア細胞 
 社会隔離を行ったマウスの前頭皮質の脳切片を作製し、神経細胞、グリア細胞の各種マーカー
を用いた免疫染色を行ったところ、神経細胞の減少、ミクログリア数の増加が観察された。アス
トロサイトとオリゴデンドロサイトについては細胞数が減少する傾向が観察されたが、統計的
な有意差は確認できなかった。また、深層の神経細胞の解析ではニッスル染色を行い、大脳皮質
の厚さを定量したが、有意な差は観察されなかった。 
さらに、前述の遺伝子発現解析の結果において、シナプス関連遺伝子の発現が同定されたこと

から、現在はゴルジ染色を行い樹状突起やシナプス数の定量を行っている。同様に、神経細胞の
サブタイプの同定を行うため、各種神経細胞マーカーによる免疫染色を行い、減少した神経細胞
の特定を行っている。アストロサイトとオリゴデンドロサイトについても分化段階の異なるマ
ーカーを用いて詳細な解析を行っている段階である。 
以上から、幼少期の社会環境は社会性の獲得だけでなく、脳内の適切な遺伝子発現と脳の発達

において重要であることを見出した。また、乏しい社会環境は疾患への脆弱性を高める可能性が
示唆され、幼少期の社会環境の重要性が明らかとなった。 
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