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研究成果の概要（和文）：(1)本研究では、マウスの母子分離モデルを用い、幼少期ストレスが発達期及び成長後の脳
に及ぼす影響を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段階を追って検討した結果、成体におい
てストレスホルモンのコルチコステロイドの血中濃度が上昇し、情動の制御に関与する扁桃体延長領域の神経細胞の活
性化や記憶・学習に関与するいくつかの遺伝子の発現が変化した。また、行動実験において嫌悪記憶や嗜好性の低下を
認めた。

研究成果の概要（英文）：We investigated effects of early life stress on brain plasticity by using mouse ma
ternal separation (MS), which provides one avenue for delving into the mechanisms mediating interactions b
etween genes and environment. We found that the blood level of stress hormone, corticosterone, increased a
t adult stage, neuronal activity in the extended amygdala was promoted, and the expression level of severa
l genes regulating learning and memory including endocannabinoid was altered. Furthermore, we observed som
e behavioral changes such as decrease in aversive memory, motivation for palatable foods in the adulthood.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 急速に変化する現代社会、特に家族構

成の変化は、親子関係、特に母子関係を中心
とした社会環境に大きな影響を与えており、
幼少期の養育環境の劣悪化などの幼少期ス
トレスは想像以上に大きいものと推察され
る。成人が患う多くの精神疾患において、幼
少期の虐待（身体的、性的および心理的虐待、
育児放棄（ネグレクト）など）は 最高レベ
ルの危険因子であるとも言われている。ヒト
をはじめとする様々な動物で，幼少期養育環
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
き起こすことがわかってきた。 
研究代表者は、これまで中枢神経系におい

て、HPA-axis の最終産物であるグルココル
チコイド及びその受容体の作用について機
能形態学をベースに蛍光分子イメージング
の手法等を駆使して研究を進めてきた。グル
ココルチコイドは情動行動を司り、気分、欲
望、ストレス反応、記憶・学習などを制御す
る基幹分子であり、その受容体は海馬や扁桃
体などにも発現し、HPA-axis にフィードバ
ック制御をかけ、中枢によるグルココルチコ
イド制御系の破綻が多くの精神疾患発症の
原因となることが示されている。約 3年前よ
りこの研究をさらに発展させ、幼少期の養育
環境が生育後の脳に及ぼす影響について、研
究を行ってきた。生後早期にネグレクトのモ
デルである母子分離(maternal separation: 
MS)したマウスについて、グルココルチコイ
ドの血中濃度が高値を示すこと、また各種行
動解析を行い、恐怖条件付け試験において海
馬依存性の文脈記憶が低下する結果を得た。
そして、これらの異常が母子分離後に 2週間
程度豊かな環境（ enriched environment: 
EE）下で生育することによって改善されるこ
とを見いだした。(Nishi et al., Neuorsci Res, 
65, Suppl. 1: S58. 2009 ) 
(2) さて、DNAの塩基配列変化を伴わない特
定の遺伝子の発現の変化に社会環境が影響
力を持つという考え方は、生命現象の理解に
欠かせないエピジェネティクスとして研究
が進んでいる。注目すべき最近の報告では、
ヒトにおいてもラットと同様に劣悪な母子
関係を経験した子供は、海馬のグルココルチ
コイド受容体（GR）遺伝子のメチル化が亢
進し、GRの発現が減少すること（McGowan 
et al., Nat Neurosci 12: 34-348, 2009）、母子
分離マウスにおいてバソプレッシン(AVP)遺
伝子のメチル化が減少して AVP の発現が過
剰になり、HPA-axis が亢進することなどが
示されている。また研究代表者らも、母子分
離によって成体マウスの海馬 CA1 領域にお
いて、アラキドン酸カスケードの上流に位置
する c-phospholipaseA2が減少することを見
いだしている。c-phospholipaseA2 遺伝子は
グルココルチコイド応答配列(GRE)を持って

いるので、この変化は GR機能のエピジェネ
ティックな変化による可能性がある。このよ
うな点を手掛かりに、幼少期のストレスと神
経内分泌、神経生物学的現象との関係を、遺
伝子と環境との相互作用を切り口に動物モ
デルを用いてどこまで解析できるか、最近の
研究の動向は興味ある局面に差し掛かって
いるといえる。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、母子分離ストレス負荷モデ
ル動物を用い、幼少期ストレスが発達期およ
び成長後の脳に及ぼす影響を検討し、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
究を進め、ストレスや情動の神経回路に及ぼ
す影響や精神神経疾患などとの関連性の分
子基盤の解明、さらに成長後の精神神経疾患
の予防・治療法の開発を目指す。 
(2) 具体的には、以下の５点について明らか
にすることを目的とした。 
1：	
 視床下部—下垂体-副腎系への影響：母子
分離が血中コルチコステロイド濃度にどの
ような影響を及ぼすかについて検討する。	
 
2:	
 神経活動のマーカーである c-Fos タンパ
ク質を指標にして、母子分離によって神経活
動が活性化する脳部位を明らかにする。	
 
3.脳の可塑性のマーカーの一つであるペリ
ニューロナルネットの発現変化について検
討する。	
 
4.不安様行動、恐怖記憶についての影響を検
討する。	
 
5.遺伝子発現に及ぼす影響について検討し、
変化が生じた遺伝子があれば、その遺伝子に
ついてエピジェネティックな変化が起こっ
ていのかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)幼少期ストレス負荷マウス作成 
＞本研究では、早期母子分離（maternal 
separation:MS）群と対照群として離乳まで
母子分離しないコントロール（control:Cont）
群、さらに離乳後に通常のホームケージで飼
育 す る 群 と 豊 か な 環 境 (environmental 
enrichment group:EE) の MS 、 Cont 、
MS+EEの 3群に分けて以下の各種実験を進
め、各群間の比較検討を行う。 
早期母子分離（MS）：基本的には生後 1 日〜
14日、3時間/日の MSを用いるが、生後 14
日〜21日、３時間/日；生後 21日までの間に
24時間の母子分離を１日、などいくつかのパ
ターンの母子分離も試みる。また時間帯は、
母親の養育行動が濃密と報告されている午
前 9時からとする。	
 
コントロール(Cont)：離乳まで何もしないで
ホームケージで飼育する。	
 
3群とも生後 22日で離乳し、雌雄を分けて４
匹毎をホームケージもしくは下記の豊かな
環境下で飼育する群に分ける。 
豊かな環境下での飼育(EE)：生後 22 日で通



常の離乳後、大型ケージ内に、回し車、ブロ
ック、梯子などのオモチャを入れ、3〜4日毎
に交換し、２週間飼育する。 
＊マウスによって元々子育てをよくする個
体とそうでない個体が存在するため、毎回子
供をケージに戻した後の母親の養育行動を
観察し、極端に養育行動が悪いものを省いて
実験を行う。 
 (2)内分泌試験 
＞幼少期ストレス負荷が HPA-axisにどのよ
うな影響を与えるのかを解析する。 
各実験群のマウスから採血を行い、HPA-axis
に関連する血清中のコルチコステロン
(CORT)、副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)の濃
度をELISA(enzyme-linked immunosorbent 
assay)法にて測定する。 
また、発達の各時期における相違を見るため
に、生後 3、7、10、14、21日においても採
血を行う。これまでに、母子分離で成体にお
ける CORT レベルが上昇する結果を得てい
る。また、各実験群の成体マウスに拘束スト
レスを負荷し、負荷直後に同様に各種ホルモ
ンの濃度を測定し、ストレス応答に対する影
響を調べる。さらにコルチコステロンの日内
変動のパターンに各群間に差があるか否か
も検討する。これらの実験においては、雌雄
差についても検討する。 
	
 (3)行動実験 
＞幼少期ストレス負荷により、生育後に情動、
記憶・学習などの行動に変化が生じることを
確認するために、以下の行動実験を行う。実
験は、生後４および９週において行い、また
雌雄差についても検討する。 
*オープンフィールド試験（活動量、情動性
の測定） 
マウスをオープンフィールドの中央部分に
置き、１０分間の行動をビデオで記録し、行
動パターンと総走行距離を解析する。新規環
境下における不安様行動の指標とする。	
 
*恐怖条件付け試験：（文脈記憶、注意能力、
恐怖記憶の測定）マウスを測定箱に入れ馴化
した後、ブザー音 1回の後軽微な電気ショッ
ク刺激の組み合わせを数回繰り返す。24時間
後にマウスを同じ測定箱に戻し行動観察し、
すくみ行動の割合から海馬依存性の文脈記
憶を解析する。一方、異なる測定箱に入れて、
ブザー音のみ聞かせた場合のすくみ行動の
割合から扁桃体依存性の恐怖記憶を解析す
る。 
(3)c-Fos を指標にした脳機能異常部位の探
索  
＞母子分離によって影響を受ける脳部位を
探索するために、母子分離中の生後１週〜２
週のマウスの脳切片を用い、c-fosタンパク質
の発現パターンを解析する。c-fosのシグナル
が検出されない場合には、他の最初期遺伝子、
例えば Arc、Egr1、Homer1a 等を用いる。
これにより、母子分離ストレスにより異常が
みとめられるかを検討する。 
(4)遺伝子発現解析 

＞上記の行動実験および c-fos の発現を指標
に、異常が認められた脳部位の遺伝子発現変
化を、DNA のメチル化に焦点を置いて解析
する。これまでの行動実験の結果から、海馬、
扁桃体、前頭前皮質の 3部位を中心に、まず、
MSと Contの 2群間において比較する。 
DNA マイクロアレイ解析	
 
	
 目的の脳部位を含む厚さ 400µm 程度のス
ライスを作成し、目的部位を実体顕微鏡下で
パンチアウトする。一部は下記のメチル化解
析にまわす。ついで、組織から total RNAを
常法に従い抽出し、逆転写酵素反応の後、
DNAマイクロアレイ解析(Agilent社製)し、2
群間で 2倍変動遺伝子を抽出する。 
	
 
４．研究成果	
 
(1) 血中 CORT濃度 
生後 1 日〜14 日、3 時間/日の繰り返しの
MS(RMS14)および生後 14日〜21日、3時間
/日の繰り返しの MS (RMS21)の血中 CORT
濃度をMS後 24hとMS直後に測定した。生
後 14および 21日の幼少期においては、共に
MS 直後では対照群に比して有意に高値を示
したが、MS後 24hでは対照群と同じレベル
であった。これに対し、定常状態の成体（生
後 10週齢）においては、RMS14の CORT 濃
度のみ対照群に比して有意に上昇しており、
幼少期の母子分離ストレスが長期に渡って
HPA-axis に影響を及ぼすことが示された。
また、ストレスを受ける時期によって影響が
異なり、生後 1~14 日が HPA-axis に影響を
及ぼす臨界期である可能性が示唆された。 
(2) c-Fos発現解析 
RMS14、RMS21 に加え、生後 14 日あるい
は 21 日に１回のみ３時間母子分離を行う
SMS14と SMS21を用い、視床下部と辺縁系
（扁桃体、海馬、分界状床核、内側前頭前野
等）の領域において c-Fos陽性細胞の数を定
量解析した。RMS14 においては多くの脳領
域において SMS14 と同様に対照群に比べて
c-Fos 陽性細胞の数は有意に増加していた。
しかしながら、扁桃体延長領域（扁桃体中心
核、扁桃体内側核、分界状床核および側座核
を含む領域）、海馬歯状回、弓状核など特定
の領域においては RMS14 においては c-Fos
の有意な増加は認められなかった。一方、
RMS21 においては成体と同様で繰り返しの
ストレスによってほとんどの部位で c-Fosの
増加は認めず、対照群と同等であった。扁桃
体延長領域は不安、恐怖等の制御に関与する
部位であり、この部位において幼少期ストレ
スに対する馴化が他の部位に比して早くか
ら生じることが、成体におけるストレス応答
や行動の変化に影響を及ぼす可能性が示唆
された。 
(3) 行動実験 
RMS14 を用いて解析した。新しい環境にお
ける不安様行動の指標となるオープンフィ
ールド試験においては対照群と比べて有意
な差は認めなかった。恐怖条件付け試験にお



いては context 依存性の試験におけるフリー
ジング時間の有意な減少を認めた。海馬およ
び扁桃体に依存する嫌悪記憶が低下するこ
とが示された。この他に、マウスの PTSD惹
起試験を行ったが、RMS14 では対照群に比
して PTSD 惹起刺激に対して脆弱であるこ
とが示唆された。 
(4) 遺伝子発現解析 
c-Fos発現解析の結果を踏まえ、本研究にお
いては分界状床核と側座核に焦点を置き、
DNAマイクロアレイ解析を行った。図にス
トレス応答、情動行動などに関与する遺伝子
に焦点を置いたヒートマップを示す。MSと
対照群とで２倍以上の差が出る、いくつかの
興味深い遺伝子を見いだした。側座核におい
ては、減少した遺伝子 :dopamine receptor 
(DA)1, 2、エンドカンナビノイドの 2AG合成
酵素の
diacylglycero
l lipase 
(DAGL)、
retinoic acid 
receptorβ、
preproenkep
halin、
prodynorphin、
CART  
(cocaine and 
amphetamin
e regulated 
transcript)な
ど。増加した遺伝子：corticotropin releasing 
factor (CRH)。分界状床核においては、減少
した遺伝子：neurokinin B。増加した遺伝
子：DA1。これらの結果を踏まえ、まずエン
ドカンナビノイド系に焦点を置いて解析を
進めることにした。 
(5) エンドカンナビノイド 
遺伝子解析の結果を踏まえ、まず DAGLの発
現について、免疫組織化学により、側座核を
含め、脳を網羅的に検索した。その結果、予
想していなかったことであるが、小脳の主に
皮質領域で MS 群において DAGL の免疫活
性が顕著に減少しているのを見いだした。さ
らに、western 
blotting 法に
て解析し、同
様に小脳での
有意な発現減
少を観察した。 
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