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研究成果の概要（和文）：幼若期のストレス応答において、行動変容とdopamine神経系の係わりを明らかにする
ためdopamine receptor発現への変化について検討した。マウスを用いて幼若期ストレスとして出生早期に母子
分離を行い、母子分離群をストレス群、非母子分離群を対照群として5週齢時にならびに12カ月齢時マウスでの
比較を行った。D1R, D2RのmRNA発現量は両時期でストレス群で線条体において発現量の減少傾向が認められた。
行動量に関しては5週齢時にはストレス群で対照群より増加するマウスと逆に低下するマウスもいたが、12カ月
時にはストレス群での多少の減少が認められた。

研究成果の概要（英文）：In a stress reply of early life, It was examined a change to dopamine 
receptor expression to clarify action transformation and a relation of the dopamine nervous system. 
It was performed mother and child separation as early life stress using a mouse in a birth early 
stage; mother and child separation group stress group, non-mother and child separation group as a 
control group for at 5 weeks of age and 12 months at an age with the mouse compared. As for the mRNA
 expression of D1R and D2R, a tendency to decrease of the expression was accepted in striatum in 
stress group at both time. In 5 weeks of age, many mice of stress group was more active than a 
control group and the some mouse decreased adversely about the quantity of action, but the stress 
group was recognized decreased action at 12 months.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小児歯科では近年低年齢の重症齲蝕に遭遇する機会が増えており、治療時の協力が得られず、協力が得られるま
で加療を待つことが難しい場合には体動コントールのもと、加療する場合があり、児によってはストレスから歯
科恐怖症となり、将来のQOL低下をもたらす可能性がある。小児期のストレスは脳の発達過程に影響を及ぼし、
発達障害や思春期以後に発症する精神疾患と関連することが言われている。幼少期のストレスについて検討を行
うことは学術的にも社会的にも意義深いと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 発達障碍児は増加傾向にあり、当科外来受診発達障碍児数も 2004年度から 2009年度で 1.5
倍に増加、延来院患者数比率も 5%の増加を示し、発達障碍児診療の機会が増えている。一方、
小児の齲蝕は減少傾向と言われる中、当科では初診患児における低年齢重症齲蝕患児で非協力

を理由に紹介来院する児を含む齲蝕処置主訴来院が約 3割（2014年度）を占めている。どちら
の場合も発達・成長等の状況によるが歯科治療に対する理解は難しく、加療が大きなストレス

となる場合があることが予想される。特に幼少期に受けたストレスは将来の歯科受診行動に影

響し、口腔からの QOL の低下に繋がることが予想される。さらに、ストレス脆弱性をもたら
し精神疾患を含む全身疾患の発症に関わる可能性に含んでいる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
思春期以降に高発する統合失調症や気分障害のような精神疾患に対して幼少期のストレスを

成因とする神経発達障害説がある。幼若期ストレス（early-life stress, ELS）暴露マウスにおいて
ストレス応答としてバゾプレッシン mRNAの発現が増加し、これは enhancer領域の CpGアイ
ランドで DNA メチル化の減少に伴う Methyl CpG-binding protein 2(MeCP2)の transcriptional 
depressionが起こらなかったことによる現象で、この DNAメチル化の減少状態は増齢しても続
き、ELSマウスの成長後の行動特性として記憶障害や抑うつ状態等が報告された。ストレスに
よる機能的な変化が長期に影響することが示されたが、DNAメチル化の減少機序ならびにその
継続については充分に解明されていない。我々は、マウスを用いて ELSの影響について、多動
性や不安に焦点をあて黒質線条体領域を中心にDNAメチル化に関して網羅的探索を行ったが、
遺伝子レベルでのターゲットを絞ることはできなかった。しかし、Dopamine receptorの発現に
ついて real time PCRにより、ELS－正常マウス間で差があることが明らかとなった。 

Dopamine作動性神経は黒質・腹側被蓋野からそれぞれ線条体・側坐核を経由して前頭前野に
投射し運動や不安に関与している。線条体では Dopamine, GABA, Gulutamine作動性神経が相互
に作用する。脳の神経細胞には 1つの細胞に多くのシナプスが存在し、他の神経細胞と神経ネ

ットワークを形成している。noncording RNA(ncRNA)の転写調節の関与が報告された
serotonin5-HT2C receptorは dopamine系細胞体とシナプス形成する GABA系ニューロンに限定
して発現する。正常な神経発達のためには神経のネットワーク形成も重要な要因となる。

Neuron-glial related cell adhesion molecule(NrCAM)がシナプス形成に関る神経樹状突起棘濃度調
整に関わり、脳神経回路の興奮―抑制性均等維持に寄与していること、Neyral-neural、Neural-glial
ネットワークにおいての exosome等の細胞外 vesicleの関与、マウスの実験より神経細胞剪定異
常が mTOR阻害剤で正常化したこと等が示されている。 
 
２．研究の目的 
 小児歯科では近年低年齢の重症齲蝕に遭遇する機会が増えており、治療時の協力が得られず、

得られるまで加療を待つことが難しい場合には体動コントールのもと、加療する場合があり、

児によってはストレスから歯科恐怖症となり、将来の QOL 低下をもたらす可能性がある。小
児期のストレスは脳の発達過程に影響を及ぼし、発達障害や思春期以後に発症する精神疾患と

関連することが言われている。幼若期のストレスとして出生早期に母子分離を行い、その後の

行動様式から dopamine神経系に関して検討したところ、receptorの発現に差があった。本研究
ではこのストレスが MeCP2や ncRNAなどの新規の転写・翻訳制御機構に影響して receptorの



発現状態を変化させ脳の発達過程で正常な神経細胞の分化や移動を妨害し、正常な脳内ネット

ワークの構築を阻害し、その結果として発達遅延・異常やストレス脆弱性をもたらし将来の精

神疾患発症に繋がる可能性についてマウスを用いて検討する。 
 
３．研究の方法 
脳の発育過程は時間軸にそってタンパクの発現、分解に基づいた細胞の分化、誘導、移動な

どにより形成され、その後シナプス間にネットワークが形成されることで脳組織の構築が行わ

れていく。幼若期のストレスによる脳発達への影響について分子生物学的および行動薬理学的

解析より正常発達との相違点を探索するため以下について行う。 
 
妊娠マウスを購入後、出生翌日より母子分離を開始する。分離は午後 3時間とし、短期 8日
間、長期 20日間行った。コントロール群も含め 21日目に親から分離し、飼育を継続した。 
5 週齢目に血中のグルココルチコールの測定、並びに 行動量の測定を行ったのちに断首し、
脳組織を採取し、線条体は左右それぞれから RNA 抽出とタンパクサンプルの調整を行った。
RT-PCRを用いてターゲット遺伝子の mRNA量の定量を行い、タンパクの発現についは western
を用いて解析した。 
また、加齢に伴う変化をあきらかにするため、12カ月目マウスについても行動量の測定を行っ
たのちに断首し、脳組織を採取し、線条体は左右それぞれから RNA 抽出とタンパクサンプル
の調整を行なった。RT-PCRを用いてターゲット遺伝子の mRNA量の定量を行い、タンパクの
発現については westernを用いて解析した。 
 

４．研究成果 

 幼若期のストレス応答において、行動変容と dopamine 神経系の係わりを明らかにするため
dopamine receptor発現への変化について検討を行った。 
 マウスを用いて幼若期ストレスとして出生早期に母子分離を行い、母子分離群をストレス群、
非母子分離群を対照群とした。ddy を用いて研究を行っていたが、ストレス暴露による変化が
ほとんど認められなかった。ストレス研究に対して Balc が妥当とのアドバイスにより Balc を
用いて実験を行うこととした。5 週齢時に両群マウスより線条体・中脳を摘出し、dopamine 
receptor D1R, D2Rの mRNA発現量について RT-PCRにて解析し、ストレス群で線条体において
ストレス群に発現量の減少傾向が認められた。サンプル摘出前に血液の採取を行い、血中コル

チコステロン測定を行い、ストレス群で性状時でも高い傾向が認められた、行動量に関しては

ストレス群では対照群より増加するマウスと逆に低下するマウスもいたことから例数を増やし

て個々での検討の必要性が明らかとなった。また D2Rについては short と longの 2種類の発現
があることからそれぞれでの発現について検討を行った。ストレス群で D2の shortの発現量が
多少増加している傾向が認められた。 
 行動量に加えて、抑うつ状態への差があるかどうかを確認するために強制水泳（FST）等他
のテストを行うこととした。加齢により症状が出る可能性を考慮し、12カ月齢時マウスを用い 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
た。ストレス群において行動量は多少減少しており、FSTでは、不動時間が長い傾向が窺えた。 
D1R、D2Rの mRNA発現量変化については、5週齢時と同様の傾向を示した。また、対照群に
おいて FSTにより発現の減少が認められた（図２）。D1R、D2Rの発現調整に関し、海馬では 
DARPP-32の増減との関連性が報告されていることから12カ月齢時マウスで線条体での関連性
について検討したところ、ストレス群で減少している可能性が窺えたが、例数を増やしての確

認が必要であると思われた。5 カ月齢時やもっと早期のストレス時での変化についても今後検
討する予定としている。 
 研究はまだ十分進んでなく、検討すべき項目が残されたままであり、今後、出生後に分化が

進むグリア細胞への早期ストレスの影響を含め、線条体・孤束核での神経ネットワークによる

相互作用について明らかにし、神経細胞ネットワーク構築へ及ぼす影響について検討を行って

いく予定である。早期に暴露されるストレスは脳の発育・発達期に多大な影響を及ぼし、脳の

脆弱性に関連して障害をもたらすことが報告されている。歯科治療は様々な要因から患児にス

トレスとなることがあり、将来の歯科恐怖症に繋がることも報告されている。最近、小児の口

腔内の状態は DMF 等より多くの児において良好とされているが、一方で低年齢時より重症齲
蝕となり、ストレス下での加療が必要となる児が存在している。早期ストレスの影響について

の研究に対し、多少なりとも貢献していきたいと考える。 
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