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研究成果の概要（和文）：近年、虐待やHikikomoriなど劣悪な生育環境は、種々の精神疾患の危険因子であると
言われており、適切なケアの確立は喫緊の研究課題である。本研究では、研究代表者らが近年開発した『社会的
集団行動の解析が可能な新システムAR-LABO』とAI技術を組み合わせ、母子分離(MS)マウスの行動について解析
した。その結果、母子分離マウスは社会集団において、同じケージ内の他マウスに対する接近嗜好性において対
照群と逆相関を示し、愛着障害様の行動をとることが示唆された。DREADD法により海馬、扁桃体、前頭前野等を
操作する実験を進めている。

研究成果の概要（英文）：Early life adversities such as abuse and Hikikomori are one of the serious 
risk factors of various neuropsychiatric diseases. We employed a novel behavioral analysis system “
AR-LABO”, which can identify multiple mice in a group-housing condition over long duration, and AI 
technology to investigate various behaviours of adult male C57BL/6N mice exposed to repeated MS.
We found several interesting behavioural phenotypes, including inappropriate social distance from 
cagemates, alternation in approach behaviour, which could be observed in an attachment disorder. We 
are now proceeding DREADD experiments to manipulate hippocampus, amygdala and medial prefrontal 
cortex to find out the neural network responsible for these behavioral changes in MS mice.

研究分野： 行動神経内分泌学

キーワード： 社会集団での行動解析　ストレス　幼児虐待　Hikikomori　化学遺伝学　マウス　AR-LABO
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、虐待やHikikomoriなど劣悪な生育環境は、種々の精神疾患の危険因子であると言われており、適切なケア
の確立は喫緊の研究課題である。本研究は、虐待及びHikikomori夫々の動物モデルである母子分離マウス及び思
春期社会的隔離マウスの社会的集団における行動表現型について、申請者らが独自に確立した新しい行動解析シ
ステムのAR-LABOを用いて同定した。さらに化学遺伝学により神経活動レベルと社会的集団における種々の行動
との関連を検証するシステムの開発に取り組んだ。得られた研究成果は、被虐待やHikikomoriの神経基盤を明ら
かにし、そのケア/治療法の開発に繋がる有意義なものである。

※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。



1. 研究開始当初の背景 
近年、「虐待」や「Hikikomori」など劣悪な生育環境は、成人が患う多くの精神疾患にお

いて最高レベルの危険因子の一つであると言われている（Dev Psychopathol 2001,13:473; 
Ann NY Acad Sci 2006, 1071:313; Lancet, 2011, 378:1070）。厚生労働省の調査では児童相談
所への虐待の相談件数は令和 29年には 12万件に及び、Hikikomoriの件数は 25万人と報告
され極めて深刻な社会問題となっており、適切かつ有効なケアの確立は喫緊の研究課題で

ある。ヒトをはじめとする様々な動物で、幼少期生育環境の劣悪化が、視床下部-下垂体-
副腎皮質系(HPA-axis)などのプログラミングに影響を及ぼし、その個体の成長過程及び成
長後の脳の機能・構造に重大かつ継続的な諸問題を引き起こし、うつ病、不安障害、心的

外傷後ストレス障害（PTSD）、薬物依存、摂食障害等に罹患する確率が上昇することが報
告されている(Neurosci Biobehav Rev, 2010, 34:782; Horm Behav 2011, 59:213)。 
研究代表者らは、これまでに幼児虐待の動物モデルの一つである母子分離(Maternal 

Separation: MS)マウスを用いて遺伝子と環境との相互作用を切り口に、分子から行動レベル

まで生物階層性の段階を追って研究を行ってきた。その結果、母子分離マウスにおいて、恐

怖・不安・報酬行動を制御する扁桃体延長領域をはじめ種々の脳領域で、神経活動マーカー

の発現が異常を示すこと; 扁桃体延長領域における DNAマイクロアレイ解析により、スト

レス応答や報酬に関与する遺伝子群の発現が変動することなどを明らかにしてきた (J 
Neuroendocrinol 25: 158, 2013; Frontiers Neurosci, 2014, 8:166; Neurosci Letts, 2017, 641:33)。一
方、研究分担者の牧之段らは Hikikomori モデルの一つである社会的隔離ストレス負荷マウ

スを用い、生後 21-35 日(P21-P35)までマウスを１匹飼いすると、その後 4 匹で飼育した場合

でも前頭前野領域においてミエリン形成障害、他のマウスに出会った際の最初期遺伝子 c-

fos、Arc の発現低下、錐体細胞への興奮性入力の低下や社会性やワーキングメモリーの低

下(Science 2012, 337: 1357) 等、前頭前野領域の機能が障害を受け、「共感性」の低下を示

唆する結果を捉えてきた。研究代表者らの研究も含めこれまでに様々な動物モデルを用いた

基礎研究が展開され、幼少期の生育環境が脳の神経発達や成長後の行動に与える影響につい

て多くの報告がなされてきた(J Neurosci 2017, 37: 10783; Dev Psychopathol 2015, 27:477) 。しかし
ながら、これら先行研究の多くは基本的に新奇環境において数分から数十分程度で行われる短

期的な解析であり、いじめや Hikikomori など社会的集団においてはじめて観察されるもの、日常

の生活（長期的環境）で観察される社会性などは解析対象とされてこなかった。従来の新奇環境

における短期的な行動試験のみでは動物モデルの結果とヒトでみられる臨床症状とを結びつ

けるのは難しく、動物モデルにおいても社会的集団の日常生活中にみられる行動について検証

されるべきであるが、行動解析を可能とする試験法が確立・普及されていない点がボトルネックとな

っていた。そこで研究代表者らは、「幼少期の生育環境が脳および行動に及ぼす影響の神経

基盤を明らかにする研究において、集団生活という従来にない試験条件ではじめて現れる

行動表現型が新たな影響指標となるのか、動物モデルの結果とヒトでみられる臨床症状と

を結びつける行動解析へ繋げることができるのか」という「問い」に答えたいと考えた。 
2. 研究の目的 

本研究の目的は、虐待や Hikikomori のモデル動物を用い、研究代表者らが近年開発した
社会的集団における長期間の定量的行動解析が可能な新システムと、脳領域特異的に神経

活動の制御が可能な化学遺伝学を用い、「幼少期生育環境」-「社会的集団での行動表現型」

-「責任脳領域」の関係を明らかにし、被虐待や Hikikomoriの神経基盤の理解を目指すこと



である。本研究の最大の特色は、申請者らが独自に開発した新しいマウス行動解析システム

AR-LABO (Augmented Reality-based Long-term Animal Behavior Observing system)（図 1）を用

い、マウスにおける “社会的集団での行動”という既存の手法（新奇環境における数分〜

数十分程度で行われる短期的な試験）では評価しえなかった指標（表 1）を解析する点にある。 

 
3. 研究の方法 
[1] AR-LABO による母子分離/思春期社会的隔離マウスの社会的集団における行動学的特徴

の同定 

i)母子分離マウスの作成：C57BL/6J マウスを交配し妊娠・出産させる。出産日を 0 日目とし、生
後 1 日から 14 日目にかけて 3 時間/日の MS を行う。対照群として母子分離を経験しない通常
飼育のマウスを用意した。 
ii)思春期社会的隔離マウスの作成：C57BL/6J マウスを交配し、妊娠・出産させ、生後２１日目に
離乳すると同時に１匹/ケージで生後 35 日まで隔離して飼育し、以後は雌雄を分けて 4 匹/ケージ
の標準的な飼育環境にて飼育する。対照マウスは上記<1>の対照群と同様に飼育した。 
iii) AR-LABOによる行動解析：上記 i) あるいは ii)で作成したモデルマウス及び対照マウス(10-
12週齢)を用い、初顔合わせの 4匹をAR-LABOの実験ケージに導入し、1週間ほど同居させた。
この間、AR-LABO により各マウスの位置情報を常時取得し、詳細な定量的行動解析を行った。行
動実験に用いた 4 匹のマウスの飼育条件を図 2 に示す。さらに、集団飼育下におけるヒエラルキ
ー（社会的ランク）を解析した。マウスは生来、自発的な回し車走行を好み、走行に費やす時間

は集団内の遊具占拠競争を反映し、社会的順位

の推定に用いることができると考えられてい

る。また、ネズミの回し輪走行は強化イベントと

して機能することも知られているため、回し車

占拠した時間を測定することでマウスの順位を

評価した。 
[2]化学遺伝学 (DREADD) による母子分離及び社会的隔離マウスの行動を制御する神経活動

の操作と神経回路の同定 

C57BL/6Jの遺伝的背景をもち、Camk2aプロモーターの制御下で大脳特異的に Cre リコンビナー
ゼを発現する Camk2a- Creマウス(RBRC00153)を理研バイオリソースセンターより入手する。まず、

この Cre マウスを用い、脳定位固定装置を用いてアデノ随伴ウイルスベクターAAV- hSyn-
FLEX-hM3Dq-mCherry または AAV-hSyn-FLEX-hM4Di-mCherry を目的とする脳領域へマイ

クロインジェクションし、目的脳領域の神経細胞特異的に hM3Dq/ hM4Di -mCherryを発現
させる。母子分離マウスにおいては社会的集団でのストレス負荷時に神経活動レベルが変化す

図 2 行動実験の飼育条件 

 

図1

図1 AR-LABOの概略図 



る脳領域の扁桃体基底外側部（BLA）および海馬 CA1; ii)思春期社会的隔離マウスにおいては

機能・構造異常を認める脳領域の前頭前野(mPFC)領域から実験を開始する。クロザピン-N-
オキシド(CNO)の投与は浸透圧ポンプを皮下に埋め込み慢性投与する。そして、[1]と同様に

AR-LABO で行動解析し、各モデルマウスにおいて BLA、CA1、mPFC の活動レベルがそれ
ぞれ各行動指標にどのように影響したかを検証する（hM3Dq:ヒト M3 ムスカリン様アセチ

ルコリン受受容体。CNOと結合して神経細胞を活性化; hM4Di: ヒトM4 ムスカリン様アセ

チルコリン受容体。CNO と結合して神経細胞を抑制）。ついで対照群の各脳領域に順行性

トレーサーの BDA あるいは逆行性トレーサーFG をマイクロインジェクションし、各脳領

域の神経細胞体から軸索がどの神経領域に投射しているのか、またどの神経領域から投射

を受けているのかについて解析する。さらに、DNAマイクロアレーや免疫組織化学により

夫々の神経回路を構成する神経細胞種を同定する。 
 
4. 研究成果 
[1] AR-LABO による母子分離/思春期社会的隔離マウスの社会的集団における行動学的特徴

の同定 

1) 母子分離マウスおよび対照群の運動量の日内変動 
母子分離群単独（MS）および対照群単独(Ctrl)における AL-LABO ケージ内における 24 時

間の運動量を 4 日間継続して解析した結果を図３に示す。MS 群および Ctrl 群ともに暗期に

おける総走行距離は明期に比して有意に長く、両群間に有意差は認められなかった。 
2) Ctrlのみ及びMSのみの飼育条件における他の３匹のケージメイトに対する個体間 
距離の平均値 
平均個体間距離のデータを 1 時間単位で分割した場合、1 日目と 2 日目では、MSと Ctrlの
間には有意差があったが、一貫した傾向はみられなかった。一方、3 日目と 4 日目において

は Ctrl マウスと比較して MS マウスでは暗期の個体間距離は明期に比して有意に長かった

（図 4）。 

 
 

3) 新奇環境下における接近行動 
まず新奇環境として、実験開始後 3 時間に着目した。CtrlマウスとMSマウスの総接近回数

は、Ctrlのみ及びMSのみのいずれの飼育条件でも有意な差は見られなかった（図５A, B）。 
興味深いことに、自分と同じグループへのアプローチの割合については Mix 条件の新奇環

境では特徴的な８の字型、逆相関することを示した(図 5C)。 

図3  AR-LABOケージ内における24時間の 

運動量 

 

図 4  個体間の距離 

 



 
 
 
 
 
 
 

 
4) 集団飼育下におけるヒエラルキー（社会的ランク）の解析 
MSマウスは Ctrlマウスに比べ、混合飼育 1 日目の暗期に有意に低い順位を示した。一方、

2〜4 日においては有意差は認められなかった（図 6）。 
 

 

 

 

 

 
 

[2]化学遺伝学 (DREADD) による母子分離及び社

会的隔離マウスの行動を制御する神経活動の操

作と神経回路の同定 
この項目については、コロナ禍で一時的に動物

実験施設が使用できなくなったこと、また研究

分担者の遠藤が他大学へ移動したため、実験が

大幅に遅延した。そのため、パイロット的に側坐

核に AAV- hSyn-FLEX-hM3Dq-mCherryを打ち込

み、CNO 投与により投与部位の神経細胞が活性

化するか否かについて実験したところで、時間制

限がきた（図 7）。今後、もしこのプロジェクト

が継続可能であれば本格的に化学遺伝学的操作

により母子分離及び社会的隔離マウスの行動

を制御し、さらに神経回路の同定にチャレン

ジしたいと考えている。 
我々は、新たに開発した AR-LABO システムを

用いて、MSマウスの集団飼育下での行動表現型を明らかにした。MSマウスは、3 日目と 4
日目に社会的近接性の障害、新規環境での接近嗜好性の変化、1 日目の社会的ランクの低下

が見られた。 
これらの結果は、動物モデルにおける複雑な行動表現型を理解しようとする場合、社会的

背景を有する長期にわたる集団飼育のような、より生態的に適切な条件下での解析を考慮

する必要があることを示すものである。今後は化学遺伝学の手法等を用い、様々な精神神経

疾患モデル動物の行動変化を引き起こす責任脳領域の神経回路の解明し、これら疾患の予

防・治療につながる研究に発展させていきたいと考える。 

図５C 同じグループの個体に対する 
接近の割合 

図５A,B 異なるグループの個体に対する 
総接近回数 

図 6 社会的ランク 

図 7 AAV- hSyn-FLEX-hM3Dq-mCherryを側
坐核に注入し、CNO投与前後で c-Fos発現
の差異を検討した。 
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 図 6 社会的ランク 
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