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研究成果の概要（和文）：本研究では、幼若期ストレス負荷ラットにおける自閉症の動物モデ
ルとしての妥当性を追究することによってその発現機構の解明および薬物治療に向けての
前臨床評価法の確立を目的とした。幼若期に負荷されたストレスは、発達期から成長後に至
るまで社会的行動障害を発現させる。本知見から自閉症の症状の一つである社会性の質的障
害と類似する行動変容が本モデルラットにおいて認められた。また、幼若期ストレスは縫線
核内 GABA 神経系の異常性を誘発することが明らかとなった。また、社会的行動の新規評
価系として、より省力化され簡便なラットの社会的行動試験を確立した。 
 
 
 
研究成果の概要（英文）： This study aimed at elucidating the pathophysiological mechanisms 
and establishing its preclinical drug evaluation for pharmacotherapy in the autism 
spectrum disorder, by investigating the validity as an animal model of the autism in rats 
experienced with postnatal stress. The findings in this study suggest that early postnatal 
stress might produce the social deficits in adolescent and postadolescent rats, indicating 
long-lasting changes of emotional susceptibilities possibly implicated in dysfunction of the 
GABAergic neuronal systems in the raphe nuclei. Furthermore, I established the new social 
interaction test in a single rat using a 3-compartment apparatus as new system to evaluate 
the rat social behaviors. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 昨今の精神疾患の増加あるいは精神疾患
が背景と考えられる犯罪などの問題行動の
増加、ならびに「感情をうまく制御できない
“衝動的”な子供」の増加が指摘されているこ
との背景には、幼児・児童虐待の増加がある
と考えられている。つまり、幼児・児童期の
虐待体験が原因となって、適切な処置を受け
ることが出来ない場合、成長後に衝動的行動
を制御できない問題行動（破壊的行為障害な
ど）を症状とする発達障害として遷延化する
可能性が考えられている(Loeber R et al., J 
Am Acad Child Adolesc Psychiatry, 2000)。
また、脳機能発達段階において曝露された強
い外傷性ストレスによる様々な精神的･身体
的症状の神経科学的基盤は依然として明ら
かにされていない。 
 
(2) ストレスと脳機能発達障害に関わる疾患
では臨床研究が先行しているが、詳細な機序
については依然として明らかにされていな
い。そのための基礎研究の重要なツールであ
る小動物を用いての妥当性高い動物モデル
もほとんど報告されていないのが現状であ
る。本研究領域のこれまでの成果として、中
枢神経系の発達過程に重要とされる幼若期
(２週齢あるいは３週齢時)に身体的侵襲スト
レス（電撃ショック）を負荷されたラットに
おいて、成熟後に衝動的行動を示唆する不安
関連行動の異常を見出した(Konno K et al., 
Brain Res, 2007)。さらに、5-HT の起始核で
ある縫線核内の 5-HT 含有細胞の減少
(Konno K et al., 2007)および 5-HT1A受容体
の 機 能 低 下 (Matsuzaki H et al., 
Psychopharmacology, 2011)が認められてい
ることも報告した。しかも、これらの脳機能
変化には電撃ストレス負荷による影響を強
く受ける時期、すなわち感受性期が存在する
との知見も得ている。 
 
(3) 自閉症(自閉性障害)は診断基準である
DSM-IV(アメリカ精神医学会)によると広範
性 発 達 障 害 (pervasive developmental 
disorders: PDD) のカテゴリーの中に位置づ
けられている。近年、自閉症に関連する精神
疾患は、様々な疾患概念が提唱されており、
まさに議論されているところであるが、本疾
患が呈する主要な症状としては、①全体的な
精神発達に相応しない社会的相互作用の発
達の質的障害、②言語を含むコミュニケーシ
ョン能力の発達の質的障害、③反復的または
常同的な行動を示すことが知られている。一
方、乳児・幼児期の虐待体験が、成長後に注
意欠如多動性障害(ADHD)や自閉性障害を含
む様々な発達障害を誘引する危険因子とな
ることが報告されている (Sullivan PM et 

al., Child Abuse Negl, 2000)。自閉症におい
ては遺伝的要因についての研究が数多くな
されているが、この遺伝的要因と並んで出生
後の環境因子に影響される後天的要因が指
摘されている(Volkma et al., Lancet, 2003)。 
 
(4) 生後 21 日に足蹠電撃ショックストレス
を負荷したラットは、その成長後に社会的行
動を評価する Social interaction 試験におい
て社会性の欠如が観察された。このように、
予備的試験として幼若期ストレス曝露ラッ
トの社会的行動障害を既に見出しているこ
とから、この行動科学的知見を背景として本
申請の中核となる自閉症のモデル動物を詳
細に解析する着想に至った。 
 
(5) 強い外傷性ストレス、例えば被虐待経験、
ネグレクトなどが発展途上にある子どもの
脳に与える幅広い生物学的影響を検討する
ことや、社会的問題の背景をなす精神疾患と
幼児・児童期のストレスとの関係、心にトラ
ブルを抱える子供たちの現状を科学的に解
明することは、子どもが示す本来の行動の意
味を理解する上においても重要であると考
えられる。さらに、衝動性の神経科学的基盤
が解明されれば、児童･青少年のみならず成
人一般における自分自身への衝動的行動、す
なわち“自殺および自殺企図や自傷行為”お
よびその周辺に関わる精神疾患に対する病
態解明へ一石を投じることが可能になるも
のと期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、自閉症を含む発達障害の後天
的な発症要因と幼齢期における過度で持続
的なストレスとしての虐待体験を関連づけ、
幼若期ストレス負荷ラットにおける発達障
害、特に自閉症の動物モデルとしての妥当性
を追究すること、並びにその発現機構の解明
と薬物治療に向けての前臨床評価法の確立
を目的とした。また、ラットにおける社会的
行動の新規評価系を用いた行動薬理学的解
析についても実施した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 使用動物 
幼若期ストレス負荷ラット 
 幼若期ストレスとして、生後 3 週齢(3wFS)
時の仔ラットに足蹠電撃ショック (FS：
0.5mA、2 秒間、30 秒毎に 5 回、各週齢時に
5 日間負荷)を負荷し、発達期(6 週齢)および
成熟後（10-12 週齢)に行動学的応答性を検討
した。対照群として、FS 箱に入れる処置の
みを負荷した同腹の FS 非負荷ラットを用い



た。実験は、発達期(6 週齢)あるいは成熟後
（10-12 週齢)に実施した。 
 
(2) 使用薬物 
 行動薬理学的検討では、ベンゾジアゼピン
系抗不安薬ジアゼパム、セロトニン 5-HT1A

受容体部分作動薬であるタンドスピロン、選
択的セロトニン (5-HT)再取り込み阻害薬 
(SSRI)であるフルボキサミンを用いた。各薬
物は試験開始 30 分前に腹腔内投与した。そ
れぞれの対照群には対応する溶媒を投与し
た。 
 
(3) 行動学・行動薬理学的検討 
①常同行動の測定（オープンフィールド試験

による一般行動の観察） 
 縦横 90 cm、壁 40 cm からなる正方形のオ
ープンフィールド装置の中央に置いたラッ
トの行動を、装置上に設置した CCD カメラ
にて 10 分間記録した。縦横 10 cm 毎にマス
目を区切り、ラットが横切った回数を移所行
動量 (crossings)として行動解析システム
(LimelightTM, Actimetrics, IL, USA) にて解
析した。自発運動量は移所行動量ならびに総
走行距離を指標として評価した。また、測定
と同時にイベントカウンターを使用した目
視観察にて、毛繕い行動、臭い嗅ぎ行動、立
ち上がり行動の持続時間、頻度を計測した。 
②２匹のラットによる Social interaction 試

験 (SI 試験) 
 ２匹のラットが示す社会的行動様式の変
容に着目し、幼若期ストレス負荷ラットにつ
いて検討した。体重がほぼ同程度で異なった
ホームケージで飼育した２匹の実験動物を
オープンフィールド装置に入れ，２匹の動物
間で行われる臭い嗅ぎ行動(sniffing)や追尾
行動(following)など（図１）の能動的な社会
的行動 (active contact) が観察される時間 
(social interaction 時間：SI 時間)や接触回数
を測定して不安状態の指標とした。 
 
    臭い嗅ぎ行動        追尾行動 

 
 
 
 
 
 
 
図１ ２匹のラットによるSI試験での行動様式
の例 
 
③ 3-コンパートメント装置を用いた１匹の

ラットによる SI 試験 
実験装置：既存の汎用されるオープンフィー
ルド試験に用いる装置（縦、横、高さがそれ
ぞれ 90、90、40cm）を利用した。この装置

内を３分画に区切るために、中央下部に縦横
12cm 四方のギロチンドアが装着された間仕
切板を２枚、左右壁から 35 cm の位置に挿入
した（図２A,B）。SI 試験のテスト施行時に
は、直径 22cm、高さ 39cm の側面が柵状で
あるストレンジャーケージ (SC; 図２C)を
図２B のように設置した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ SI 試験に用いたオープンフィールド装

置とストレンジャーケージ 
A) 装置全体、B) 装置内部、C) ストレンジャーケージ 

 
実験手順：まず初めに 1 日 1 回、10 分間の
装置への馴化を 2 日間実施した（この馴化施
行時には SC 内にラットを入れない）。馴化後、
3 日目に片方の SC 内にラットを挿入してテ
スト施行を行った。装置中央区画の中心部に
ラットを置き、直後に左右間仕切板のギロチ
ンドアを開口して、10 分間、装置内を自由探
索させた。社会的行動の多寡は、SC への接
近行動を示した時間（これを“SI 時間”とし
た ） を イ ベ ン ト カ ウ ン タ ー (EventRec 
Ver1.02)を使用した目視観察にて、ならびに
画像処理行動解析システム (LimelightTM, 
Actimetrics, IL, USA)を使用した自動解析に
て測定した。また、同時に画像処理行動解析
システムによって、10 分間の行動観察中にお
けるラットの総移動距離(cm)も計測した。 
 
(4) 免疫組織化学的検討 
 本検討では 10 週齢時のみ実施した。行動
学的検討終了後のラットを 4 % パラホルム
アルデヒドによって灌流固定し、脳を摘出し
た。スクロース置換後、凍結切片(厚さ 30μm)
を作製した。脳スライス切片は 10 ％Goat
正常血清で Blocking した。一次抗体は、
GABA 神経系のマーカーとして mouse 抗
parvalbumin(PA)抗体を用い、二次抗体には
FITC-conjugated goat 抗 mouse- IgG 抗体を
用いて染色した。染色の後に、背側縫線核お
よび正中縫線核における PA 含有細胞数を計
測した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 幼若期ストレス負荷ラットの常同行動 
 常同行動の測定試験では、社会的行動障害
を示した成熟期 3wFS 群を用いて、特に毛繕
い行動、臭い嗅ぎ行動、立ち上がり行動の持
続時間、頻度を計測した。その結果、FS 箱

90cm
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40cm
22cm
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A B C



に入れる処置のみを負荷した FS 非負荷ラッ
トと比較して3wFS群はいずれの指標も低値
を示したが、自発運動量そのものの低下が認
められていたため、本結果は鎮静に伴う行動
変容と考えられた。 
 
(2) 幼若期ストレス負荷ラットの社会的行動 
 SI 試験における実験環境の照明強度が明
条件下では、FS 負荷後の発達期および成熟
期の各週齢時で、3wFS 群は自発運動量の有
意な低下を示した。また、照明強度が暗条件
下では、成熟期のみ 3wFS 群は自発運動量の
著明な低下を示すことなく、SI 時間が有意に
短縮した。発達期の 3wFS 群では、自発運動
量の著しい低下が認められ、発達期 3wFS 群
の低活動性が観察された。そこで、発達期
3wFS 群において実験装置への馴化（実験装
置に 1 日 1 回 10 分間の 5 日間連続曝露）を
処置して SI 試験を実施した。5 日間の実験装
置への馴化後、6 日目の SI 試験において、発
達期3wFS群は自発運動量の変化を伴うこと
なく SI 時間の有意な低下を認めた。すなわ
ち、発達期 3wFS 群においても社会的行動障
害と考えられる行動変化が観察された。 
 以上のように 3wFS 群における詳細な SI
試験の解析から、ラットの 3 週齢時に負荷し
た侵襲的ストレスは社会的行動障害を引き
起こすことが明らかとなった。その社会的行
動障害はストレス負荷後から発現し、成熟後
もその行動特性が維持されていた。 
 
(3) 幼若期ストレス負荷ラットが示す社会的

行動障害に対する行動薬理学的検討 
 成熟期 3wFS 群において、ジアゼパム、タ
ンドスピロン、フルボキサミンを用いた行動
薬理学的検討を実施した。 
 セロトニン 5-HT1A 受容体部分作動薬であ
るタンドスピロンは影響がなかった。SSRI
であるフルボキサミンは、3wFS 群が示す社
会的行動障害を改善する傾向が認められた
が有意な差はなかった。 
 一方、ベンゾジアゼピン系抗不安薬である
ジアゼパムを用いて検討したところ、ジアゼ
パムは3wFS群の自発運動量を変化させるこ
となく SI 時間を有意に延長した。このこと
からジアゼパムは3wFS群が呈する社会的行
動障害に対して改善効果を示した。本結果か
ら幼若期のストレス負荷は、発達過程におけ
るGABAA受容体機能あるいはGABA神経系
に影響を与えている可能性が考えられた。 
 
(4) 幼若期ストレス負荷ラットの縫線核にお

ける免疫組織化学的検討 
 成熟期 3wFS 群の正中縫線核では、PA 含
有細胞の発現減少が免疫組織化学的に観察
された。背側縫線核においても PA 含有細胞
の発現が減少している傾向を認めたが、有意

な差はなかった。 
 縫線核の PA 含有細胞が減少していた本結
果と3wFS群が示す社会的行動障害にジアゼ
パムが改善効果を示した先述の結果とを考
え合わせると、3wFS 群が示す社会的行動障
害は、発達過程における縫線核内 GABA 神経
系の機能異常によって生じている可能性が
考えられた。 
 
(5) １匹のラットによる SI 試験における社

会的行動に対する照明強度の影響（目視
と自動解析による測定の比較） 

 ラットが示す社会的行動に対する照明強
度の影響を検証するために、暗条件(5lux)と
明条件(350lux)の実験環境を設定し、それぞ
れ観察した。 
 SC への接近行動を社会的行動の指標とし
て測定した SI 時間において、イベントカウ
ンターを使用した目視によって測定した場
合、明条件下にて測定した SI 時間は、暗条
件下と比較して有意に減少していた（図３A）。
この時に記録した画像データを使用して、画
像処理行動解析システムによって自動解析
した場合においても、目視による場合と同様
の結果が得られた（図３B）。さらに、同一個
体にて得られた２つの測定結果（目視と自動
解析）について相関性を検討した。その結果、
目視あるいは自動解析によって得られたそ
れぞれの SI 時間は、ほぼ相関することが考 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ラットの社会的行動における照度の影響 
A) 目視による測定、B) 自動解析による測定、C) 目視

と自動解析による測定値の相関性 
 得られた結果は、平均値±標準誤差 (mean±SEM) で表

した。*p<0.05 vs 明条件群(bright) 
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えられた（図３C）。また、自発運動量の指標
となる総移動距離については、いずれの照明
条件下においても差は認められなかった。 
 
(6) 3-コンパートメント装置を用いた１匹の

ラットによるSI試験における抗不安薬タ
ンドスピロンを用いた行動薬理学的検討
および幼若期ストレス負荷の影響 

 タンドスピロンを用いて、本 SI 試験にお
ける行動薬理学的妥当性を追究した。実験は
明条件下で実施し、タンドスピロンはテスト
施行開始 30 分前に腹腔内投与した。本試験
は自動解析によって測定した。その結果、タ
ンドスピロン投与群では、対照である生理食
塩水投与群と比べて SI 時間の有意な延長が
認められた。また、テスト施行中の総移動距
離については、いずれの処置においても差は
認められなかった。 
 さらに、本試験においても 2 匹を用いた SI
試験と同様に3wFS群の社会的行動障害が観
察された。 
 
(6) 3-コンパートメント装置を用いた１匹の

ラットによる SI 試験の妥当性 
 従来から行われている２匹の実験動物を
用いた SI 試験は、①必要とされる実験動物
数が通常の２倍を要する、②動物単独の行動
様式を観察するには他方の動物との区別が
困難である、③不安関連行動の指標となる社
会的相互作用としての行動様式を観察する
ための厳密なトレーニングが必要である。し
たがってこの SI 試験は、経済的な制約も生
じ、必要匹数を集めるのが困難な遺伝子改変
動物や特殊な処置を要するモデル動物の解
析を行うには、容易に実施しにくいと考えら
れる。 
 Crawley らは、１匹のマウスを柵で囲まれ
たケージ内に固定し、他方のマウスを自由探
索させることによって、3-コンパートメント
装置を用いたマウスの SI 試験を報告した
(Crawley JN, Ment Retard Dev Disabil Res 
Rev.., 2004)。このように１匹の実験動物を柵
で囲まれたケージに固定することで、使用す
る実験動物はほぼ半減し、また社会的行動の
観察も被検動物によるその柵付きケージへ
の接近行動に限定することによって簡素化
された。Crawley らが考案した 3-コンパート
メント装置を用いたマウスの SI 試験
(Crawley JN, 2004)は、特に遺伝子改変マウ
スにおける社会的行動の解析に広く利用さ
れ、近年ではマウスを用いた SI 試験の標準
試験となりつつある。しかしながら、マウス
よりも体格が大きなラットでは、実験装置そ
のものが大きくなり、試験の汎用性という観
点からラットの 3-コンパートメント装置を
用いた SI 試験は実施されていない。自動解
析方法を用いての本研究では、照明強度によ

る影響及び抗不安薬の作用を行動薬理学的
に検討したが、既報の実験結果(Abe M et al., 
J Pharmacol Exp Ther., 1996) と同様の知
見が得られた。このことから、１匹のラット
を用いた本法の SI 試験の妥当性が示された。 
 本検討によって実施した基礎検討から、社
会的行動の行動学的評価系として１匹のラ
ットを用いた SI 試験の妥当性が検証された。
また、自動解析による測定方法も測定可能で
あったことから、より省力化され簡便な 3-
コンパートメント装置を用いたラットの SI
試験を確立することができた。 
 今後、本法を用いてのラットの社会的行動
における神経基盤の解明や抗不安薬を初め
とする精神疾患治療薬の開発に期待したい。 
 
(7) 幼若期ストレス負荷ラットの発達障害、

特に自閉症モデル動物としての可能性 
 幼若期に負荷された持続的で侵襲的な嫌
悪ストレスは、発達期から成長後に至るまで
社会的行動障害を発現した。本知見から自閉
症の症状の一つである社会性の質的障害と
類似する行動変容が本モデルラットにおい
て認められた。また、幼若期ストレスは縫線
核内 GABA 神経系の異常性を誘発し、その
SI 障害は GABA 神経系を活性化するジアゼ
パムにより改善することが明らかとなった。
また、SI 試験の新規評価系として、1 匹のラ
ットにて測定可能で、より省力化され簡便な
SI 試験を確立した。幼若期ストレス負荷ラッ
トは自閉症モデルとしてさらなる検証が必
要であるが、本研究成果から幼若期ストレス
と社会的行動障害との密接な関連性につい
ての一端を見出すことができた。 
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