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研究成果の概要（和文）：早期離乳マウスでは恐怖の消去学習が上手く行われず、前頭葉のBDNFⅢmRNA及びBDNF
蛋白質が低下した。これらの間には負の相関もみられ、早期離乳による恐怖記憶の消去抵抗性には、前頭葉にお
けるBDNFⅢmRNAの発現低下を介したBDNF作用の減弱が関わることが想定された。さらに早期離乳マウスの糞便で
は通常離乳とは異なる細菌叢を示し、またその細菌叢の変化がうつ様行動にかかわることが示された。並行して
Tregを中心とする腸内免疫叢の変化も確認された。また無菌マウスに細菌叢を定着させる実験を実施したとこ
ろ、早期離乳マウスの細菌叢はうつ行動を上昇させることが示された。

研究成果の概要（英文）：In early weaning mice, fear extinction learning was impaired, and BDNFIII 
mRNA and BDNF protein in the frontal lobe decreased. A negative correlation was also found between 
them, and it was postulated that the resistance to extinction of fear memory by early weaning 
involves the attenuation of the BDNF action through the decrease in expression of BDNFIII mRNA in 
the frontal lobe. Furthermore, it was shown that feces of early weaning mice usually show a 
different bacterial flora from weaning, and that changes in the bacterial flora are involved in 
depression-like behavior. In parallel, changes in the intestinal immunoplexus centered, such as 
Tregs were also confirmed. In addition, experiments to establish the bacterial flora in germ-free 
mice have shown that the bacterial flora of early weaning mice increased depression behavior and was
 related to an increase in interindividual distance and a decrease in BDNF in the intracerebral 
lobe.

研究分野：動物行動学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
幼少期の環境が、個体の成長に与える影響、特に不安行動や社会性の障害における影響は、動物に限らずヒト社
会でも危急の課題である。今回の研究で、１）幼少期環境は前頭葉の神経栄養因子の発達に特異的なエピジェネ
ティック変化を及ぼすこと、3）並行して腸内細菌叢と免疫系の変化が認められること、４）腸内細菌叢の変化
自体が、中枢発達に強い影響を与えること、５）腸内細菌叢を改善することで幼少期ストレスの効果を軽減させ
る可能性があること、が見いだされた。幼児虐待が増加の一途をたどる現代日本において、その分子生物学的な
機序の解明は新たな予防法や治療法に資する成果といえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

研究代表者らは、ストレス情動や社会行動を司る神経回路を世界に先駆けて明らか

にしてきた（Nature 2007, Nature 2010）。また通常より 1週間早期に離乳され、母性

因子を剥奪された動物における不安や攻撃性の上昇、ストレス反応性の亢進が認めら

れた（J. Neuroendocrinol. 2009、他 15 報）。これら行動変化に並行して、情動神経

回路における発達障害を見出した。具体的にはストレス情動制御機構に関連する海馬

グルココルチコイド受容体の発現量の低下（Behav. Bran Res. 2007）、不安や攻撃行

動に関わる神経栄養因子である脳由来神経栄養因子や神経新生、ミエリン形成の異常

化などを見出してきている（Psychoneuroendocrinology, 2009）。特にストレス応答の

亢進は永続的に認められ（Behav.Bran Res. 2007）、動物の生産性や管理、感染免疫の

観点からも意義が高い。実際に早期離乳マウスでは免疫活性因子である IL-6 の過剰分

泌が観察されている。またメス動物においては母性行動の低下とその産仔の発達障害

が認められ（Behav. Bran Res. 2006）、単世代における母性因子の剥奪が後世代にお

いても中枢神経や生体機能の変容を引き起こすことが明らかとなった。さらに、この

早期離乳によるストレス亢進メカニズムが離乳直後に起こるグルココルチコイドの過

剰分泌が原因分子であることを突き止めた。 

 興味深いことに、早期離乳マウスの腸内細菌叢は通常離乳マウスのものと異なって

いた。この腸内細菌叢の役割を調べるため、無菌マウスに早期離乳、通常離乳マウス

それぞれの糞便を生着させたところ、早期離乳マウスの糞便を生着させたマウスでは

腸間膜リンパ節とパイエル板における T 細胞に生存分化シグナルを伝達する樹状細胞

が増加し、さらに大腸の筋層における炎症性反応が検出された。これらのことから、

早期離乳による一過性のグルココルチコイドの上昇が、脳-副腎-腸-腸内細菌叢の機能

を変容させ、永続的にグルココルチコイドを過剰分泌させるようになり、脳・身体の

エピゲノム修飾を介して、様々な生体機能破綻を引き起こすと仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、幼少期母性因子の剥奪によって引き起こされる分子メカニズムの解明と、

その分子変化を指標に、動物領域における腸内細菌叢の操作による新たな生体機能の強

化手法の確立を目指す。 

１）BDNF低下の分子メカニズム解明：早期離乳マウスにおける不安行動の上昇にかか

わる分子メカニズムの同定を目指す。特に注目しているBDNFのエピジェネティック制御

機構の解明を目指す。グルココルチコイドが直接BDNFの発現に関与するかどうかを、グ

ルココルチコイド受容体（GR）とBDNFの共染色にて調べる。さらに早期離乳マウスと通

常離乳マウスにおけるBDNFのプロモータ領域のメチル化ならびに遺伝子領域における

クロマチン修飾の変化を調査する。 

２）グルココルチコイド過剰分泌に関与する腸内細菌叢：早期離乳されたマウスにお

ける腸内細菌叢の変容を明らかにする。さらに無菌マウスに早期離乳マウスの腸内細菌

叢を生着させ、腸内細菌叢がGC過剰分泌に関わるかを実証する。さらに早期離乳された

動物に健常な個体に特異的な細菌叢を戻すことで、ストレス応答への改善効果を調べる。 

３）腸内細菌叢-腸管免疫-中枢-副腎 相関の解析：早期離乳による腸内細菌叢と腸

管免疫に与える影響を、特に腸内細菌との関連の報告があり、かつ腸管免疫系の恒常性

維持に重要と考えられる制御性T細胞とTh17細胞を中心に調べる。さらにその変化が中



枢、特に情動機能に与える影響を、分子遺伝学的手法を持って実証する。 

 

３．研究の方法 

研 究 計 画 ・ 方 法（概要）※ 研究目的を達成するための研究計画・方法について、

簡潔にまとめて記述してください。 

① 早期離乳マウスの不安上昇の分子メカニズム解明：BDNF 発現がグルココルチコイ

ド（GC）過剰分泌により制御を受けるかどうか、グルココルチコイド受容体（GR）

と BNDF の共染色を前頭葉で実施する。さらに早期離乳マウスの BDNF の遺伝子発

現制御領域のプロモータ活性を mRNA 発現として解析する。またその部位のメチ

ル化状態をバイサルフェートシークエンス法を用いて調査する。 

② グルココルチコイド過剰分泌に関与する腸内細菌叢の同定：早期離乳マウスにお

いて特異的な変化を示す腸内細菌叢を同定し、無菌マウスに投与して GC 分泌に

与える影響を実証する。またその他の不安行動やうつ様行動を調べ、腸内細菌叢

の中枢発達に与える影響を解析する。さらに早期離乳マウスに正常糞便を投与し、

GC 過剰分泌が軽減するかを調べる。 

③ 腸内細菌叢-腸管免疫-中枢-副腎 相関の解析：早期離乳は全身性の過剰 GC 状態

を生み出す。この伝達機構を明らかにすることを目的に、腸内細菌叢による腸管

免疫系の変化、特に制御性 T 細胞と Th17 細胞を中心に調べる。また情動制御中

枢である前頭前野に着目し、神経栄養因子の発現変化を明らかにする。 

 

４．研究成果 

① 早期離乳マウスの不安上昇の分子メカニズム解明：早期離乳マウスの不安増強効

果の永続的な機能を調べるため、恐怖条件付け後の消去抵抗性を評価した。恐怖条件

付けを受けた早期離乳マウスでは消去学習が上手く行われず、消去過程の後半におけ

る消去の抵抗性が増加した。並行して前頭葉の BDNFⅢmRNA 及び BDNF 蛋白質が低下し

た。さらに、これらの間には負の相関もみられたことから、早期離乳による恐怖記憶

の消去抵抗性には、前頭葉における BDNFⅢmRNA の発現低下を介した BDNF 作用の減弱

が関わっていることが想定された。BNDF 発現制御領域である Bis1-7 領域 の DNA メチ

ル化状態を精査したところ、予想と逆、つまり早期離乳マウスの CpG アイランドは低

メチル化であった。またこのメチル化状態とオープンフィールド試験におけるコーナ

ー滞在時間に相関が認められ、行動に関係する可能性が示された。 

これまで早期離乳された雌マウスの母性行動の低下とそれに続く次世代マウスの母性

行動の低下を見出していた。この遺伝子によらない伝承機構の解明を目指し、早期離

乳マウスが出産した後、通常離乳メスの子と入れ替える里子操作を行った。里子効果

が認められ、幼少期環境が母性行動を変化させることが明らかとなった。この時、母

親由来の細菌叢の伝達が示唆された。 

② グルココルチコイド過剰分泌に関与する腸内細菌叢の同定：幼少期の腸内細菌叢

が及ぼす社会不安障害への影響を明らかにするため、無菌マウスを 4 週齢で通常環境

に移動し、その後 SPF マウスと成長後の社会性の評価を実施した。無菌マウス由来の

個体は、個体間距離が延長し、また他個体に対する不安を呈することが示された。さ

らにそれに並行して前頭葉の BDNF の発現が低下、ストレス応答因子である FOSB の発

現が上昇した。これらの変化が発達期における腸内細菌叢の種によるかを明らかにす



るため、SPF 由来の通常マウスと混飼育を行い、細菌叢の均一化を図った。その結果、

無菌マウスで認められていた個体間距離の延長や脳内前頭葉の BDNF の低下、FosB の

上昇が改善した。このことは細菌叢による社会不安障害の形成には幼少期特異的な効

果があることが示された。また腸内細菌叢を正常化させることで、社会性が改善させ

ることを見出した。 

同じように、無菌マウスと SPF マウス、マウスの細菌叢を定着させた無菌マウスにお

けるストレス内分泌の発達ならびに生殖内分泌の発達を追跡した。その結果、無菌マ

ウスではグルココルチコイドの分泌が非常に低下していた。同じように、エストラジ

オールとプロゲステロンの分泌も低下していたことから、細菌叢がステロイド合成能

を正常化させる機能を担うことが示された。また無菌マウスでは性嗜好性の発達も障

害されていた。無菌マウスに通常のマウスの細菌叢を定着させることで、障害が改善

されたことから、細菌叢による改善効果を見出した。 

最後に早期離乳マウスの獲得形質における腸内細菌叢の役割を調べた。通常離乳マウ

スと比較し、Firmicutes 門が増加し、その構成が大きく異なっていることが明らかと

なった。幼少期の腸内細菌叢が及ぼす社会不安障害への影響を明らかにするため、無

菌子マウスに早期離乳由来の糞便から抽出した細菌叢を生着させ、成長後のストレス

応答性や腸管免疫系の変化を解析した。その結果、早期離乳マウスの細菌叢が定着し

たマウスではうつ傾向が高まり、またストレス応答性が疲弊化していた。さらに胃潰

瘍を呈し、大腸ならびに脾臓の Treg 発現が低下した。行動と細菌叢の網羅的解析を実

施し、原因菌の候補を同定した。具体的には、バクテロイデスのいくつかの菌種なら

にび、Robinsoniella のいくつかの菌種が内分泌応答に、エリュシペロトリクスのい

くつかの菌種が不安行動に関係することを見出した。 

またこれまで早期離乳された雌マウスの母性行動の低下とそれに続く次世代マウスの

母性行動の低下を見出していた。この遺伝子によらない伝承機構の解明を目指し、早

期離乳マウスが出産した後、通常離乳メスの子と入れ替える里子操作を行った。里子

効果が認められ、幼少期環境が母性行動を変化させることが明らかとなった。この時、

早期離乳マウスにおいて、妊娠出産に伴う細菌叢の変動が認められず、ディスバイオ

シスになっていることが明らかとなった。 

③腸内細菌叢-腸管免疫-中枢-副腎 相関の解析：早期離乳マウスの糞便から抽出した

細菌叢を定着させたノトバイオートマウスの行動、細菌叢、内分泌の相互相関を解析

した。CD3+細胞はマーブルバリングテストの移動量と負の相関、Foxp3+Nrpl1＋inCD4 

cellは尾懸垂テストの不動時間とグルココルチコイドの分泌量と正の相関が得られた。

また腸膜間リンパ節では、マーブルバリングテストの移動量と MHCII+CD11c, 

Foxp3-RORg1, CD11c+CD11b が正の相関を、Foxp3+RORg1-, Foxp3Nrpl1-, Foxp3+, 

Foxp3+Nrpl1+が負の相関を示した。グルココルチコイドの分泌は腸内細菌叢との関連

解析で、バクテロイデス、Blautia, Robinsoniella などど正の相関を示し、マーブル

バリングテストの移動量は Dorea, Clistridium XVIII, Lachnospriracea_incertae, 

Desulfovibrinoaceae と正の相関を示した。これらの相互相関から、腸内細菌叢と免

疫系が相互作用することで、中枢の発達に強い影響を与えることが示された。 
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