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研究成果の概要（和文）：自閉症を含む発達障害の発症機序は多くの研究が進められているが、未だ明らかではない。
本研究の目的は幼若期のストレスが出生後のepigeneticな遺伝子制御に影響し、発達障害の発症への関連の可能性を明
らかにすることである。
幼若期ストレスとして出生早期の母子分離を２種類の分離期間により行い、ストレスの大きさと血中コルチコステロン
値の関連を調べた。出生後６週間、３ヶ月後で両ストレス群間に明らかな差は認められなかった。ストレスにより起こ
る変化についてＧＲ以外にもエピジェネティックな制御の可能性を探索するためにDNAメチル化解析並びにマイクロア
レイを行ったが明らかなターゲット遺伝子の抽出はできなかった。

研究成果の概要（英文）：It is not clear about mechanism of pathogenic mechanism of mental disorder includi
ng autism. The purpose of this study is to elucidate the relation between early stress exposure and epigen
etic gene regulations in the brain. It is also another purpose to explore the possibility that these epige
netic gene regulations exert influence to growth of brain development.There are some reports that early li
fe events can induce long lasting changes in physiology and behavior.We chose Mother infant separation as 
early life stress.This separation starts from one day after birth for one week or two weeks.Corticosteron 
in the blood was measured. There was no significant difference between two groups.After this, we started a
nother separation and total RNA samples of mesencephalon were prepared in seventh day after birth.New targ
et genes were explored with DNA methylation and micro array. We did not get unique target genes.
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１．研究開始当初の背景 

自閉症の原因究明は進められているが未

だ明らかではなく、遺伝的背景、ストレスな

どの環境要因を含めた多因子の関わりが予

想されている。自閉性を示す Rett症候群にお

いて、methyl CpG-binding protein 2 (MeCP2)が

責任遺伝子として同定された。MeCP2はメチ

ル化により制御されている遺伝子の表出を

コントロールする複合タンパク質である。自

閉症と MeCP2 変異との関連について調査さ

れ、MeCP2の cording resionの変異は自閉症

の易罹患性に関係しないと結論づけられた

(Beyer et al., Hum.Genet., 111:305-309, 2002)。

思春期以降に高発する統合失調症や気分障

害のような精神疾患に対して幼少期のスト

レスを成因とする神経発達障害説があるが、

幼若期ストレス（early-life stress, ELS）暴露マ

ウスにおいてストレス応答としてバゾプレ

ッシン mRNA の発現が増加した。これは

enhancer領域の CpGアイランドで DNAメチ

ル化の減少に伴う MeCP2 の transcriptional 

depression が起こらなかったことによる現象

で、この DNA メチル化の減少状態は増齢し

ても続く(図 1)。ELSマウスの成長後の行動特

性として記憶障害や抑うつ状態等が報告さ

れ (Murgatroyd, Nat. Neurosci.,1 2:1559-1566, 

2009)、ストレスによる機能的な変化が長期に

影響することが示されたが。 DNAメチル化

の減少機序ならびにその継続については

明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 

自閉症を含む発達障害の発症機序は未だ

明らかではない。本研究では幼若期のストレ

スとして出生早期に母子分離を行うことに

より、このストレスが MeCP2 や新規の遺伝子

の転写・翻訳制御機構に影響して脳の発生、

発育過程で正常な神経細胞の分化や移動を

妨害し、正常な脳内ネットワークの構築を阻

害し、その結果、発達障害やストレス脆弱性

をもたらす可能性についてマウスを使って

検討する。 

 

３．研究の方法 

実験１ 血中コルチコステロン測定 

幼若期ストレス付加としての母子分離のス

トレス度を明らかにするために、分離時期を

P1-7、P5-12の２期間、１日３時間の分離を

行い、非分離群をコントロール群とし、３群

の作成を行なった。出生後６週間、３ヶ月後、

１年後に血中コルチコステロン測定を行な

った。３か月後、１年後には新規気ストレス

としてオープンフィールでの１時間のスト

レス暴露時に活動量を測定し、また前後でコ

ルチコステロン測定を行った。血液採取は尾

静脈より行い、コルチコステロン値は ELISA

を使用して得た。 

実験２ 脳内バソプレッシン濃度測定 

 脳内バソプレッシン濃度測定のため、各測

定時にマウスを左心室生理食塩水還流によ

り脱血し、脳を摘出後、Trizolを用いて total 

RNA の抽出を行った。Housekeeping gene

として Gapdh を用い、アルギニンバソプレ

ッシンの RT-PCR、qPCRを行った。 

実験３ 脳内コルチコステロン並びにセト

ロニン濃度測定 

脳内コルチコステロンは上記の ELISA を用

い、脳内セロトニンは EIAs serotonin kitを

用いてあ濃度の測定を行なった。分離後３か

月後及び１年度のコントロール群ならびに

分離群（P1-7）のマウスを左心室生理食塩水



還流により脱血し、脳を摘出後ホモジネート

し、さらに超音波破砕し、その後ろ過フィル

ターでろ過し、遠心分離した。得られた上清

を用いてコルチコステロン、セロトニン濃度

を測定した。 

実験４ 新規関連遺伝子の探索 

早期母子分離後、コントロール群並びに P1-7

分離群を用いて、脳を摘出（小脳領域を除く）

し、Trizolを用いて total RNAの抽出を行っ

た。分離群-コントロール群で DNAメチル化

ならびにマイクロアレイを用いてストレス

応答に関連する遺伝子の探索を行った。 

 
４．研究成果 

幼若期ストレスがepigeneticな遺伝子制御

へ及ぼす影響に関して、幼若期ストレスとし

て出生早期の母子分離を２種類の分離期間

により行うことにより、ストレスの大きさと

血中コルチコステロン値の関連を調べた（図

１）。 

 
図１血中コルチコステロン濃度 

出生後６週間、３ヶ月後、１年後で両スト

レス群間に明らかな差は認められなかった。

また、同時に脳内コルチコイド、脳内バソプ

レッシンに関しても測定を行ったが、両群間

に明らかな差は認められなかった。 

P1-7、P5-12群間に差がなかったことから

コントロール群と P1-7 群を用いて新規スト

レスとしてオープンフィールドでの活動量

並びにその前後で血中コルチコステロンを

調べたところストレス群により活動性が上

がっており、ストレス群ではコルチコステロ

ンもストレス付加でより増加していた。 

 

図２ 活動量 

そこで両群間の違いにストレス・不安が関

係している可能性を明らかにするために脳

内のセトロニン濃度の測定を行ったが、両群

間に明らかな差は認められなかった。 

ストレスにより起こる変化について GR以

外にもエピジェネティックな制御の可能性

を探索するために早期母子分離直後のマウ

スから抽出した total RNAを用いて DNAメ

チル化解析並びにマイクロアレイを行った

が、明らかなターゲット遺伝子の抽出はでき

なかった。しかし、表現形として３か月齢マ

ウスの行動において、ストレス群により行動

activity が上昇している傾向が認められたた

め、今後中脳領域を中心にさらに探索を続き

て行きたいと考えている。 
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