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研究成果の概要（和文）：本研究では孤独条件に起因する負荷(以下、孤独ストレス)が脳機能行動また、脳及
び各末梢臓器での遺伝子発現への影響を明らかにし、さらには孤独ストレスを予防する食品機能性成分の探索を
目的とした。我々は短期間の孤立飼育マウスを用いて、対照群である群飼育と比較し孤立飼育マウスが脳内遺伝
子発現変化を伴って脳機能行動に影響することを見出した。得られた孤立飼育による表現型を孤立ストレスによ
る指標とし、脳機能に対して効果が期待される食品機能性成分の投与を実施した。結果、食品機能性成分の投与
によって孤立飼育による脳機能行動変化が緩和されることを認め孤独ストレスに対して予防効果をもつ食品機能
性成分を見出した。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed at revealing the influence of brain behavior function, 
gene expression of brain and peripheral tissues on stress load which are evoked by isolation 
condition. Additionally, we tried to investigate searching of functional food ingredients which 
prevents isolation stress. Using short-term single housing mice, we revealed that the isolation 
stress influenced brain function with a gene expression change in brain region as compared with 
group housing mice. Subsequently, we tried administration of functional food ingredients that 
effective effects are expected for a brain function. As a result, we found functional food 
ingredients which mitigate a brain function behavior which changed by the isolation single housing 
condition. Thus we suggested a possibility that functional food ingredients mitigate brain function 
which changed by stress load.

研究分野：食品科学

キーワード： 孤立飼育　脳機能　トランスクリプトーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で我々は増えつつある若年期での鬱や統合失調症を誘起する要因の１つと考えられている孤独ストレスに
対してその病態に至る過程の一端を明らかにし、さらには食品機能性成分による予防の可能性についても検討し
た。短期間の孤立飼育マウスを用いて、孤独ストレスが脳内遺伝子発現変化を伴い脳機能行動にも影響すること
を見出した。さらには脳機能に対して効果が期待される食品機能性成分の投与によって孤立飼育がもたらす行動
変容を阻害する可能性を示し、食品機能性成分による孤独ストレスへの予防効果を示唆した。さらなる検証を重
ねることで孤独ストレス予防効果を有する食品機能性成分の探索が可能となることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 精神的ストレスは鬱や統合失調症などの精神疾患の危険因子である。特に孤独は他個体から
の感覚入力などの取り巻く環境を大きく変化させ、記憶力や免疫力の低下を引き起こすと考え
られている。一方、食品と精神的ストレスは摂食行動を介して密接に関係している。例えば、
過食は一次機能を担う栄養成分の摂取による代償的な作用を持つ。二次機能を担う匂いや味成
分もストレスを軽減する。実際我々は、柑橘香を持つリナロールがストレスを軽減し、視床下
部のトランスクリプトームを変化させることを明らかにしている。三次機能成分については、
病態下の神経を保護する観点からの研究が多く、βアミロイドの神経毒性に対するトランスレ
スベラトロールの抑制効果などが報告されている。しかしながら病態への移行を予防する観点
からの研究は少ない。 
 これまでに我々は、若
年期の健常マウスへの
低用量の食品ポリフェ
ノール類の投与が、大脳
皮質の遺伝子発現や脳
機能行動に影響するこ
とを見出している(図
１)。以上のことから
我々は、病態には至らな
い弱いストレス条件下で、三次機能成分が脳機能を改善しうるのではないかと発想した。 
 
２．研究の目的 
 若年-青年の精神疾患として鬱や統合失調症が増えつつある。このような病態に至る要因の一
つに、孤独ストレスへの暴露と低耐性が挙げられる。鬱や統合失調症に対する薬物治療はなさ
れているが、その予防に関する研究や孤独ストレス軽減についての知見は少ない。その理由と
して、孤独ストレスが脳内の恒常性を失調させる過程が十分に理解されていないことがある。
過去の研究では、齧歯類に孤独ストレスを離乳期前からあるいは長期に与えるモデルが多く、
成熟後の軽度な孤独ストレスによる脳のオミカルな変化を解析した例は無い。本研究では短期
間の孤立飼育による孤独ストレスを負荷し、軽度の孤独ストレスによる脳機能行動への影響及
び脳機能部位のトランスクリプトームを比較解析し、相互の協調や入・出力関係を明らかにす
ることで食による孤独ストレス軽減のメカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 孤独ストレスに起因する行動学的表現型の解析 
 生後 6週齢の C57BL6/N 雄性マウスを用い、孤立飼育群(n=1 で飼育)と群飼育群(n=5 で飼育)
の２群を設定し２週間飼育を継続した。餌及び水は両群で自由摂取とし、体重及び摂餌量測定
は隔日で実施した。試験開始２週後に行動学的試験に基づく行動試験を実施(1 日１試験を実
施)し、その表現型から孤立飼育の脳機能への影響を検討した(図２に試験スケジュールを記載)。 
 
遺伝子発現解析 
 前述した飼育条件による２週間の
飼育後、肝臓重量及び精巣上部脂肪重
量を測定し、脳各部位(大脳皮質、線
条体、扁桃体、視床下部、視床上部、
海馬)及び代謝臓器である肝臓を採材
し、Trizol Reagent(invitrogen)中で
ホモジナイズし、トータル RNA を抽出
した。肝臓トータル RNA に関しては
SimplyRNA tissue kit on Maxwell RNA 
extraction system (Promega)によっ
て精製した。得られたトータル RNA は
バ イ オ ア ナ ラ イ ザ (Agilent) で
quality を確認し、RIN 値が 8.5 以上
であることを確認したのち Smarter 
Stranded Total RNA Sample Prep Kit 
HI Mammalian (Clontech Laboratory, Inc.)を用いてライブラリーを作成した。作成したライ
ブラリーは Hiseq2000 によってシークエンスを実施した。得られた Fastq データから Tophat2
プログラムを用いてマウス(GRCm 38)mm10 にマッピングしカウントデータを得た。変動遺伝子
解析は R のパッケージである Deseq2 を用いて実施し、得られた変動遺伝子について
IPA(Ingenuity Pathway Analysis)を用いたパスウェイ解析も実施した。 
 
盲腸内菌叢解析 
 孤独ストレスが腸内菌叢に与える影響を解析するため、２週間の飼育後、盲腸内容物を採取
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し、菌体 DNA を抽出した後、341F 及び 805R プライマーを用いて bacterial 16S rRNA genes
の V3–V4 領域を増幅した。増幅した領域について Miseq を用いたシークエンスを実施した。
operational taxonomic unit(OTU)の決定及び Taxonomy の割り当ては QIIME(Quantitative 
Insights Into Microbial Ecology)を用いて実施した。 
 
４．研究成果 
１）実験動物を用いた行動試験の導入 
 本研究では弱いストレス下での行動解析を検討す
るため、トラウマティックな影響の少ない行動試験
の導入を進めた。導入した行動試験項目は情動行動
の評価としてオープンフィールド試験、探索行動の
評価として Y 迷路試験、短期記憶行動の評価として
新規物体認識試験、社会的行動の評価としてソーシ
ャルインタラクション試験といった試験をそれぞれ
導入し、幅広い脳機能を評価することが可能となっ
た(図３)。今回導入した行動試験項目を本実験での
脳機能行動を推し量る行動試験項目として適用した。 
２）飼育条件の違いによる体重及び摂餌量への影響 
 異なる飼育条件で飼育を開始し、隔日で体重及び
摂餌量を測定した結果、体重推移及び摂餌量におい
て両群間で有意な差を認めた。飼育条件を変更する
前の馴化段階において両群間で体重変化率、摂餌量
に差がないことは確認している。また飼育期間終了後において肝臓及び精巣上部脂肪の臓器重
量を計測した結果、肝臓重量に有意な差があることを認めた。しかしながら肝臓重量の変化は
体重変化分を補填する増加率ではないことから短期間の飼育条件の違いは肝臓、精巣上部脂肪
以外の臓器重量にも影響する可能性が示唆された。またストレスの程度を推定するため血中コ
ルチコストロン濃度を測定した結果、両群間で有意な差を認めた。詳細については学術論文と
して可能な限り早急に公表するべく準備を進めている。 
 
３）孤独ストレスに起因する行動学的表現型 
 図２に示すスケジュールに従い行動試験を実施した結果、すべての行動試験項目について両
群間で有意な差を認めた。例として行動試験項目の１つであるオープンフィールド試験におい
て群飼育群と比較し、孤立飼育群で辺縁領域での行動量が有意に増加する表現型を得た(図４)。
このように孤立飼育条件は一般的な群飼育条件と比較し、脳機能行動にも影響を与えることを
確認した。その他の行動試験解析の詳細については未発表データも多いため本報告書内では割
愛している。詳細については学術論文として可能な限り早急に公表するべく準備を進めている。 

 
４）飼育条件の違いが脳各部位及び代謝臓器の遺伝子発現に与える影響 
 試験終了後のサンプルを用いて次世代シークエンサーを用いて遺伝子発現解析を実施した。
本研究においては脳部位を扁桃体及び視床下部に限定して遺伝子発現解析を実施した。扁桃体
領域は予備検討段階における短期間の孤立飼育によって群飼育と比較し多くの変動遺伝子を認



め、孤独のストレスに対して鋭敏に応答する部位と想定された(図５)。また視床下部は代謝機
能調節や摂食機能等をつかさどる脳の中枢部位である。本研究において孤立飼育は体重増加や
摂餌量にも影響することを見出したことから視床下部領域での遺伝子発現解析も実施した。ま
た代謝臓器の代表格として肝臓での遺伝子発現解析も検討した。変動遺伝子は DEseq2 プログラ
ムを用いて算出した結果、各臓器においていくつかの特徴的な変動遺伝子を得ることができた。
得られた変動遺伝子を起点とし、影響しうるパスウェイ上流のリン酸化状態を免疫組織学染色
において確認した結果、脳部位内でのリン酸化陽性細胞数が両群間で有意に変化することを見
出した。これらデータに関しても未発表データであることから本報告書内では割愛している。
詳細については学術論文として可能な限り早急に公表するべく準備を進めている。 
 
５）孤独ストレスに起因する腸内
菌叢への影響 
 異なる飼育条件において飼育
を継続し試験終了後の盲腸内容
物を用いて菌叢解析を実施した。
属レベルでの系統構成比率は２
つの菌で両群間での有意な差を
認めた(菌名の詳細は未発表デー
タであることから本報告書内で
は 割 愛 し て い る ) 。 ま た
Bray-Curtis指数を用いた類似度
距離及び質的距離による PCoA 解
析では両群の盲腸内菌叢はそれ
ぞれ別のクラスターを形成する
傾向が見られた(図６)。従って短
期間の異なる飼育条件の違いは
盲腸内の菌叢構成比率を変化さ
せることを見出し、現在、腸内菌
叢と各臓器での遺伝子発現の相
関関係を検討することで菌叢変
化と相関関係にある遺伝子群を
探索し、その機能について鋭意検
討を進めている 
 
６）孤独ストレスに対して緩和効果を有する機能性素材の探索 
 今回得られた短期間での孤独ストレスによる行動様式の変化を孤独ストレス負荷の初期段階
におけるマーカーの１つと捉え、緩和・予防効果を有する機能性素材の検討を試みた。本研究
では機能性素材の候補として脳機能に対しての効果が期待されている素材 A(preliminary な実
験であるため素材名は割愛)を用いた。図２に示すスケジュールに従って２週間両群に対して素
材 Aを添加した飼料を給餌し、行動試験を実施した。行動試験の結果より、孤独ストレスよっ
て変化した行動様式の一部が素材 Aの添加によって緩和されることを見出した(図７)。孤独ス
トレスによって変化した行動様式の全てに対して緩和効果を認めるものではないことから今回
検討した素材 Aによる緩和効果は一部の脳機能に限定的であることが示唆された。今後予定し
ているトランスクリプトーム解析によって、
素材Aの添加による遺伝子発現の変化をオミ
カルに精査することで緩和された行動変化
を司る責任遺伝子の同定も期待される。 
 
 以上のことから本研究を通して鬱や統合
失調症の引き金要因とも考えられている孤
独によるストレスの比較的初期でのイベン
トを行動試験解析やトランスクリプトーム
解析によって断片的ではあるが捕まえるこ
とができた。今回得られた多くのデータは初
期の孤独ストレス負荷によって誘起される
表現型でありあくまでも病的なストレス負
荷によるものではないと想定される。従って
食品機能性成分による孤独ストレス緩和、予
防効果についても検討できることが期待さ
れる。今後は孤独ストレスに対して緩和・予
防効果を有する機能性素材の探索を進める
とともにそのメカニズム解明も進める予定である。 
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