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研究成果の概要（和文）：健全な子供の発育において、発生過程における環境因子への曝露は次世代の高次脳機
能に大きな影響を与えることが知られている。しかしながら、発達期における次世代の学習や記憶に与える影響
を評価する方法は確立していない。高学習能モデル動物であるTokai High Avoider (THA)ラットは、発生工学技
術に伴う環境変化や妊娠期のストレスによる仔の学習機能に及ぼす影響を感度良く捉えることが可能であった。
また、母体の表現型がTHAラットの高学習能を支える要因になっていることが示唆された。本研究により、THAラ
ットは、高次脳機能への影響を評価する上で非常に有用な実験モデル動物になることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is well known that in the development of healthy children, exposure to 
environmental factors during development has a significant impact on the formation of 
next-generation higher brain functions. However, no method has been established to evaluate the 
impact on next-generation learning and memory during development. Tokai High Avoider (THA) rats, 
which are high-learning ability model animals, were able to sensitively grasp the effects of 
environmental changes associated with developmental engineering technology and stress during 
pregnancy on the learning function of pups. It was also suggested that the maternal phenotype is a 
factor that supports the high learning ability of THA rats. This study suggests that THA rats will 
be very useful experimental model animals for assessing their effects on higher brain function.

研究分野：予防医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
健全な子供の発育において、出生前の母体環境や出生後の発育環境について注視することに大きな社会的意義が
ある。近年では、様々な生殖補助医療技術が急速に進歩・普及しする一方で、出生した子供の健康影響について
高次脳機能の側面から評価がなされていない。本研究で得られた成果は、母体環境の変化によって引き起こされ
る次世代の認知機能への影響について適切に評価する方法を提案するものである。周産期ケアに対する新規かつ
重要な情報提供の一助となり、次世代を担う子供たちの健やかな発育を考える上で大きな礎になるものと考えら
れる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
健全な子供の発育において、出生前の母体環境や出生後の発育環境について注視することに重

要な意義がある。特に、発生過程における環境因子への曝露は、次世代の高次脳機能の形成に大

きな影響を与えることがよく知られている。一方で、少子高齢化に至る様々な社会的要因の変化

によって、生殖補助医療はこれまで以上に重要な役割を担っていくものと期待されている。しか

しながら、生殖補助医療は発展しているものの、胚操作に関わる物理的環境因子の変化や、代理

出産で生じる母体環境の変化によって、出生後にどのような影響が生じるかについて不明な点

が多く残されている。特に、母体環境や発育環境が、学習や記憶能力といった脳機能に及ぼす影

響について検討した例はない。それゆえ、母体環境の変化により生じる次世代影響について、学

習や記憶機能への影響を簡便に評価する方法が望まれている。しかしながら、出生前から生まれ

てくる胎児の学習能力を予想することや判定することは不可能であり、出生後であっても子ど

も一人ひとりの個体差が大きいため、母体環境が次世代の学習能力に与える影響を正確に評価

することは出来ないと考えられてきた。その課題に対し、申請者らが開発した高学習能モデル動

物 Tokai High Avoider(THA)ラットを活用することで解決できると考え、研究に着手するに至っ

た。 

 
２．研究の目的 
生殖補助医療において、代理母体による胚の発育は、本来、胚が育つ予定であった母体とは異な

る母体環境で生育することとなり、受精胚には異なる母体情報が子宮内環境を通して伝達され

るものと考えられる。これまでに、本来とは異なる母体を介した出産や出生後の保育環境が、次

世代の高次脳機能にどのような影響を及ぼすのかは不明であった。さらに、超低温保存や移植時

に胚に生じる急激な温度変化が、子供の表現型にどのような影響を与えるのかについての報告

例はほとんどない。本研究の目的は、生殖補助医療技術に伴う環境因子による次世代影響や、母

体を介した子宮内環境や保育環境などの変容が、出生後の学習や記憶能力に及ぼす影響につい

て、THA ラットを用いて学習行動試験から評価することである。本研究を通して、THA ラットが

高次脳機能に対する in vivo スクリーニングの評価系の一端を担う可能性について、科学的根

拠を提示する。 

 
３．研究の方法 
環境要因（特に母体を介した内的環境変化、または胚操作に伴う外的環境変化）による次世代の

高次脳機能への影響を検討するため、THA ラットの出発点になっている Wistar 系ラットと THA

ラットを用いて、レバー押しによる回避行動試験を中心に解析を行う。代理懐胎による次世代影

響や、妊娠中に生じる軽微なストレス環境による次世代影響について、THA ラットの表現型変化

と併せて詳細に検討を行う。最終的に、THA ラットの表現型を支えている分子について、その挙

動や意義について検討することで、母子間相互作用を規定する分子の機能を考察し、高次脳機能

に対する in vivoスクリーニングの評価系の構築を行う。そのために、下記に示す(1)〜(3)の項

目を中心に研究を展開する。  

 
（１） THA ラットの維持と学習能による Wistar ラットの選抜 

THA ラットを自家繁殖しているため、当研究室の選抜プロトコールに従って実験に供する THA ラ

ット及び Wistar ラットを選抜した。生後 5 週齢時より、1 日 1時間のレバー押しによる回避行



 

 

動学習試験を 10 日間行い、5 日間終了時点で 90%以上の回避率を示した個体を選抜し、10 週齢

時に選抜個体同士を自然兄妹交配し維持する。Wistar ラットも同様の方法で選抜し、5 日間終了

時点で 90%以上の回避率に到達した個体を高回避群、到達しなかった個体を低回避群と規定し実

験に用いた。 

（２） THA ラット胚を用いた代理懐胎による次世代影響の検討 

THA ラットの雌雄を同居させ、膣栓確認後に 2 細胞期胚に相当するときに受精胚を採取した（図

１）。胚移植に関わる人為的操作において、超低温凍結保存を含めた外部環境要因による影響を

検討するため、凍結を介さず胚の採取直後に移植した群と、6 ヶ月以上液体窒素で凍結保存後に

移植した群の出生率の変化と出生後の学習機能への影響を検討した。凍結胚は、THA または

Wistar ラットの低回避群に移植し、次世代影響を検討した。 

（３） 行動制限による母体ストレスを介した学習機能への影響 

妊娠後期の雌 THA ラットを通常の飼育スペースより小さいケージで飼育することで、行動制限

による軽微なストレスを与えた。通常飼育と行動制限下で生まれた仔について、一般発育、オー

プンフィールドテストによる情動行動観察、回避行動学習試験を行い（図２）、産仔のストレス

については血中コルチコステロンを ELISA 法で定量し評価した。 

（４） 高学習能に関わる共通分子、THA ラットに特異的な分子の探索 

学習機能に関わる分子や THA ラットの表現型に関わる分子を特定するため、高回避群と THA ラ

ットから海馬を採取し、代謝物の網羅的な検討であるメタボローム分析を行った。代謝物同定後、

代謝経路に関わる酵素やタンパクの発現の比較はウェスタンブロット法により検討した。 

 
４．研究成果 

（１） 胚移植による次世代の学習機能への影響評価 
採取した受精胚（図１）について、超低温凍結の有無による影響を検討

したところ、出生率は明らかに凍結保存を介さずに移植した群が高い一

方で、出生後の学習への影響はほとんどなかったことから、胚移植に関

わる温度、保存、融解といった外部環境要因の変化は THA ラットの表現

型に影響しないことが分かった。次に、学習能力が異なるレシピエント

を用いて胚移植を行い、出生した仔の学習への影響を検討した

ところ、THA ラットをレシピエントにして得られた仔の学習成績

は、雌雄共に自然交配により出生した仔(自然交配 THA)の学習成績と同等だった。一方で、低回

避群の Wistar ラットをレシピエントとして得られた仔の学習能力は、個体差が非常に大きくな

り、THA ラット本来の学習成績とは大きく異なっていた。この結果から、個体復元させる上で生

じる発生工学技術的な要因は、 THA ラットの表現型にほとんど影響を与えないものの、レシピ

エントの学習能力の違いが次世代に大きな影響を与えることかが分かった。 

 

（２） 仔の発達期における母体ストレスが次世代の行動に与える影響の検討 

出生後から離乳期間において、対照群と比較し行動制限によるストレスを与えた母体を介し出

生した仔の体重は、有意に増加することが分かった（図２）。オープンフィールドテストでは、

ストレス群の歩行数が有意に増加したことから、多動傾向を示すことが明らかとなった。回避学

習試験において、ストレス群は被刺激回数が有意に多く、記憶・学習機能の明らかな低下が認め

られた。興味深いことに、両群間において母ラット及び出生した仔の血中コルチコステロン濃度

に明確な差はなかったことから、ストレス指標のバイオマーカーが検出できない程度の軽微な

図１ ラット２細胞期胚の採取 



 

 

ストレスであったとしても、妊娠中のスト

レスは次世代の高次脳機能に影響を及ぼ

すことが示唆された。また、胎生期に受け

たストレスによる影響評価は、血中コルチ

コステロン濃度だけでは不十分であるこ

とが示され、THA ラットを用いた次世代の

リスク評価と合わせて考察することが有

用であると考えられた。 

 

（３） Wistar 及び THA ラットから学習・記憶制御に関わる因子の探索 

高回避群の Wistar ラットと THA ラットの海馬を用いて、学習機能に関わる因子を同定するため

メタボローム分析を行った。得られた代謝物の PCA(principal component analysis)の結果から、

両群を特徴づける代謝物は明確に区別されることが分かった。この結果から、THA ラットの元系

統は Wistar ラットであるものの、THA ラットは表現型での選抜交配をし続けて確立したことで

従来の Wistar ラットとは全く異なる系統になっていることが示唆された。低回避群の代謝物を

差し引きし、高学習能に関わる分子についてアミノ酸に限定して調べたところ、アラニン、アル

ギニン、セリン、トリプトファンなどが共通して増加または減少していることが分かった。一方

で、THA ラットに固有な代謝物は、3種類のアミノ酸 X,Y,Zをはじめ、長期記憶に関わる cAMP、

覚醒や集中時に必要とされるアデノシンであった。次に、アミノ酸 X,Y,Zの代謝酵素の発現を検

討したところ、Wistar ラットと比較し THA ラットの海馬でより多く発現し、活性化しているこ

とが分かった。その代謝酵素の発現は、定常状態において Wistar ラットと比較して差がないも

のの、学習試験後に誘導または活性化が認められること、週齢に依存しないことなどが分かった。 

 

THA ラットは、生殖補助医療や母体環境の変化など、環境要因が与える高次脳機能への影響を評

価する上で非常に有用な実験モデル動物であることが分かった。今後は THA ラットに特有の代

謝物の意義についてより詳細に検討することで、次世代影響を評価するバイオマーカーへの活

用などに展開し、より高感度かつ簡便な次世代影響評価法の確立を目指していくことが望まれ

る。 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

図 2 オープンフィールドテストの結果 
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