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研究成果の概要（和文）：育児放棄モデルである母子分離では新生児期に母親から分離されたラ

ットが成熟後不安様行動等を示す。本研究では、治療法開発で用いるより感度の高い指標につ

いて調べるため行動解析を行った。その結果、母子分離により最も変化したのは、オープンフ

ィールド試験における壁への寄りかかり行動の増加であった。そして、その寄りかかり行動が

高感度な新規不安様行動であることを抗不安薬ジアゼパムを用いて明らかとした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In rodents maternal-separation (MS), which is a neglect model, increases depression- and 

anxiety-like behaviors and hypothalamic- pituitary- adrenal responses to stress in 

adulthood. In this study, we analyzed what is the most sensitive behavioral indicator of MS 

to develop a novel treatment. We found that MS increased markedly the duration of 

leaning-against-wall behavior in open field test in rats, and that the leaning-against-wall 

behavior was a new high sensitive anxiety-like behavior by using anxiolytic. 
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１．研究開始当初の背景 

うつ病、人格障害、自殺、凶悪犯罪の増加が
社会問題となっており、児童虐待等幼少期の
養育環境との関連性が疑われているが、減少
したセロトニンを増加させる対処療法、時間
を要する精神療法が主流であり、再発率も高
く、新たな治療法の確立が重要となっている。 

 

２．研究の目的 

児童虐待・親との別離等の養育環境が原因と
なる精神疾患の原因領域と推定されている
前頭眼窩野の幼少期に形成された原因とな
る神経回路を成熟後に消去し、治療する新規
精神疾患治療法の開発を最終目的としてい
る。 
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３．研究の方法 

(1) 準備として、豊環境ケージを 2 つ作製し、
行動解析法としてオープンフィールド試験
と強制水泳試験法を、コルチコステロン測定
法として ELISA 法を、モデル動物として母
子分離等の実験系を初めて立ち上げる。 

 

(2) 幼少期から成熟期まで様々な週齢の SD
ラットの前頭眼窩野と視覚野を取り出し、神
経回路の安定化等に関わる分子の生後発達
変化をウエスタンブロッティング法を用い
て調べる。 

 

(3) 生後初期のラットを母子分離し、幼少期
に豊環境で飼育した群と成熟後に豊環境で
飼育した群でのうつ状態を血中コルチコス
テロン量の上昇、行動解析等により比較し、
成熟後での豊環境の効果を調べる。 

 

(4) 生後にラットを母子分離し、成熟後にス
トレス脆弱性を示すようになったラットの
前頭眼窩野に、アクチン安定化に関わる分子
の阻害剤を投与するこにより神経回路を消
去可能な状態にし、出来るだけ安心な環境
（豊環境等）におくことにより不要な回路を
消去し、ストレス脆弱性が短期間に改善する
のかを明らかにする。 

 
４．研究成果 
(1)実験方法の確立 
①豊環境ケージ 
ステンレス製の大型犬用ケージをもとに，ス
テンレス製の網を張り，３階までのフロアと
階段を取り付け、トンネル、ランニングホイ
ールをはじめ多種のおもちゃをそろえるこ
とができた。また，標準ケージ同様に側面を
登れないようにするためにアクリル板をと
りつけた。 
 
②行動解析 
今回、行動解析が初めてであるため，オープ
ンフィールド試験と強制水泳試験の両方に
使用できる解析ソフトとして ANY-maze を使
用することにし、、解析用 PC とともに準備す
ることができた。また，オープンフィールド
試験装置と強制水泳試験装置も準備するこ
とができた。そして、ラットを用いて解析で
きるように実験条件を確立することができ
た。 
 
③ELISA法 
今回、本研究室では ELISA法が初めてである
ため、12連マルチチャネルピペット等を準備
し、コルチコステロン用の ELISA キットを用
いることで測定できるようすることができ
た。 
 

④母子分離 
今回、母子分離が初めてであり、解析法を試
すためには明確な影響を調べることのでき
る実験指標が必要であるため、様々な母子分
離条件を試みることで条件を決めることが
できた。 
 
以上の様にほぼ全ての実験方法を立ち上げ
ることができた。 
 
(2)神経回路の安定化等に関わる分子の生後
発達変化をウエスタンブロッティング法を
もちいて調べた。神経突起伸展に関わる分子
CDK5と安定化に関わる分子 RhoA-DrebrinA系
路の生後発達変化を前頭眼窩野と視覚野で
比較したところ、CDK5は視覚野では眼優位可
塑性の臨界期に増加し、成熟後には減少して
いたが、前頭眼窩野では成熟後まで増加した
状態が続いていた。また、安定化に関わる系
路は視覚野で臨界期に最も低下していたが、
前頭眼窩野でも時期が少し遅くなるものの
ほぼ同様の変化を示すことが明らかとなっ
た。これらの結果から前頭眼窩野では成熟後
でも新たな神経回路をつくることが容易に
できるが、形成された神経回路を消しやすい
のは視覚野同様発達期でありその時期を外
れると難しくなると考えられた。 
 
(3) 生後初期のラットを生後 2－14 日まで 3

時間／日や 24 時間一回などいくつかの条件
で母子分離し、その後、行動解析としてオー
プンフィールド試験と強制水泳試験を行っ
た。その結果，条件としては，生後 2－14 日
まで 3 時間／日が効果が高いことがわかった。 

 また、生後 5 日から 35 日までの間、体重
の変化についても調べたが、差はみられず、
母子分離による体重への影響は観察されな
かった。 

 何度か実験を繰り返した結果、期待された
強制水泳試験でのうつ様行動（無動時間）の
増加は 5分間全体では有意な変化は確認され
なかった。 

 また、オープンフィールド試験の不安様行
動に関しても中心領域滞在時間と接触走性
のいずれにおいても有意な変化は確認でき
なかった。 

 しかし、想定していなかった壁への寄りか
かり行動が雄と雌の両方で有意に増加する
ことが明らかとなった（図１参照）。寄りか
かり行動は領域としては一番外の上から観
察すると壁の領域にあたり、不安様行動で知
られる中心領域と逆の領域であるものの，一
般的にはよく使われる指標ではなく、接触走
性が壁にそって動く行動であるのに対し、寄
りかかり行動は壁に手をついて両足で立ち 

止まる行動であり、その行動が不安様行動で
あるのかについて先行研究を調べたが、報告



 

 

はなく、不明であった。 

図 1 母子分離の影響 

 

 そこで、この寄りかかり行動が不安様行動
であるのかを調べることにした。まず始めに
夜行性のラットにとって嫌な明るい条件で
寄りかかり行動が増加するのかを調べた。そ
の結果（図 2 参照）、先行研究同様に中心領
域滞在時間が減少したことからラットが不
安であると考えられた。この時寄りかかり行
動は著しく増加していた。このことから寄り
かかり行動が赤い不安な条件でも増加する
行動であり、これまで知られる不安の指標よ
りも感度の高い行動であることがわかった。
また、立ち上がり行動は逆に減少していたこ
とから寄りかかり行動は立ち上がり行動と
は異なる意味合いの行動であることもわか
った。 

図 2 明るさによる不安の影響 

 

 さらに寄りかかり行動が不安様行動であ
るのかを抗不安薬であるジアゼパム（2mg/kg, 

腹腔内投与）を用いて調べた。その結果（図
3 参照）、明るさによる寄りかかり行動の増加
が抗不安薬により阻害されることが明らか
となった。ただし、このとき不安様行動であ
る中心領域滞在時間に変化はみられなかっ
た。 

 しかし、先行研究において SD ラットでは
中心領域滞在時間への抗不安薬の効果がみ
られないことが報告されていることから、そ
の効果の確認されている Wistar ラットを用
いて同様の実験を行った。その結果、抗不安

図 3 抗不安薬ジアゼパムの影響 

 

薬により中心領域滞在時間が増加し、そのと
きに寄りかかり行動は先ほど同様に減少し
た。現在、さらに不安惹起薬による寄りかか
り行動への影響についても調べているとこ
ろである。 

 以上の結果より、寄りかかり行動は不安様
行動であり、現在使用されている不安様行動
の指標よりも感度が著しく高く、そのため母
子分離の効果をより強く検出できる指標で
あると考えられる。また、この指標は動物種
や性別の影響を受けないことから非常に有
効な新規不安様行動であると思われる。新規
治療法を試すうえで出来るだけはっきりと
した指標が必要なため、今後治療法を試すう
えでも有効であり、一般的にも使用動物数を
減らせるなどの利点のある指標であると考
えられる。現在、寄りかかり行動の意味つい
ても検討中であるが、現在のところ逃避系路
探索行動である可能性が高いことを示すデ
ータが得られている。詳細に関してはさらな
る検討が必要であるものの、新規な不安な状
況から逃避したいとの思いの表れなのかも
しれないと現在のところ考えている。 

 次に幼少期の豊環境飼育と成熟後の豊環
境飼育の効果については、現在ところ治療法
として有効であることを示すデータは得ら
れておらず、豊環境ケージ内で喧嘩をするこ
とも観察されることから母子分離によるス
トレス脆弱性を改善するのではなく逆に悪
化させる可能性もある。実際にマウスではそ
のような結果も報告されている。詳細につい
てはさらに検討している最中である。 

 最後にコルチコステロン量の変化に関し
ては、現在解析中であり、今後、新規治療法
を検討するうえでオープンフィールド試験
の寄りかかり行動に加えて改善効果を調べ
る指標になる可能性がある。今後、既にサン
プリングを終えている豊環境群も含めて
ELISA 法で解析することで新たな知見が得
られることが予想される。 
 
(4) 生後にラットを母子分離し、成熟後にス



 

 

トレス脆弱性を示すようになったラットの
前頭眼窩野に、アクチン安定化に関わる分子
の阻害剤を投与するこにより神経回路を消
去可能な状態にし、出来るだけ安心な環境に
おくことにより不要な回路を消去し、ストレ
ス脆弱性が短期間に改善するのかを明らか
にすることが本研究の最終目標である。しか
し、本研究においては、母子分離の影響を想
定していた行動解析で確認できなかったた
め予定よりも研究の進展が遅れてしまい、効
果を調べるところまでには至らなかった。生
化学と電気生理が専門であり、母子分離と行
動解析が今回が初めてであったことも見通
しの甘さにより期間内に実験を終えること
ができなかったことと関係していると思わ
れ、反省しているところである。これまでの
状況としては、前頭眼窩野へ試薬を投与する
カニューレや手技といった方法に関しては
既に確立することができている。現在、練習
も兼ねて GABAA 受容体アゴニストであるム
シモール投与により前頭眼窩野機能を低下
させた時の寄りかかり行動への影響を検討
中である。今後、最終目的である分子標的試
薬の前頭眼窩野内投与による効果を寄りか
かり行動、コルチコステロン、衝動性等のヒ
トの症状にできるだけ近い指標を用いてで
きるだけ早く調べたいと考えている。 
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