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研究成果の概要（和文）：生後早期の母子分離は、脳の神経回路の正常な形成を妨げ、結果として機能の歪とし
て現れてくる。脳の神経栄養因子を介するシグナル伝達系やグルタミン酸受容体の異常に加え、シナプスおける
膜蛋白質のリン酸化にも影響を及ぼすことが明らかになった。これらの異常に加え、脂質代謝関連酵素群（因
子）にも影響を及ぼし、神経機能の異常を惹起していることが示された。一方、母子分離された動物では腸内細
菌叢の組成が変容することも明らかとなった。これらの結果は、生後早期のストレス曝露は、脳が統合する末梢
代謝関連臓器との相互作用を攪乱させ、肥満など生活習慣病易発症性の分子基盤を探る手がかりとなるものであ
る。

研究成果の概要（英文）：This study was carried out to examine the effects of early postnatal 
maternal separation stress on the developmental crosstalk between the brain and peripheral 
energy-related organs. Our study can obtain insight understanding etiological mechanisms of life 
style-related diseases, such as obesity.　Maternally separated rats showed abnormal alterations in 
neurotrophic factor expressions, their signal transduction systems and synapse structure protein 
phosphorylations. Furthermore, maternal separation stress affected various enzymes that involves in 
lipid metabolism. Examination on gut microbiota in these animals showed a disturbance in microbial 
composition leading to cause abnormal metabolism and/or nutrition. Our study showed that maternal 
separation stress during early postnatal life can affect the functions of both brain and peripheral 
organs that causes obesity in later life.

研究分野： 発達神経科学
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１．研究開始当初の背景 
本研究は、周生期特に生後早期（＝脳発達

時期）の母仔分離（ストレス曝露）された動物
(ラット)の海馬では、脳由来神経栄養因子
(BDNF)が、正常とは異なった動態変化を呈す
ること更には、成獣期に体重増加を認めるこ
とを報告した(Kuma et al., 2004)研究を発
展させたものである。先行研究においては、
成獣期の体重増加の原因を脂肪組織に焦点を
当て、分子生物学的手法で解析し、周生期の
ストレス曝露と将来の肥満を代表とする生活
習慣病発症の易発症基盤についての基礎的研
究としてきた。 
脳発達期のストレス曝露は、脳と末梢代謝

関連臓器（組織）とのクロストーク・相互作用
に歪を生じさせ、その結果エネルギー代謝調
節機構に影響を及ぼすという仮説のもと周生
期ストレスと将来の生活習慣病発症の分子基
盤を明確にしたい。近年の子供が受けるスト
レスの過多と生活習慣病の低年齢化が深刻な
現状を鑑みると、本研究は、生活習慣病への
先制医療に繋がる価値を有しているといえる。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、周生期ストレス曝露モデルと
して、新生仔動物を母獣から離乳前に分離す
る「母性剥奪症候群」の実験動物モデルの作
製に成功し、このモデル動物における内分泌
環境変化、神経栄養因子発現レベル、神経細
胞数の変化について報告している。更に、こ
の実験動物モデルにおいては、60 日齢での体
重が増加することを確認している。このエビ
デンスの分子基盤を探ることが本研究の目的
である。また、本研究は、脳発達時期におけ
る、「ストレス曝露と成長後の体重増/肥満」
の関係を、fetal programming の異常と捉え、
「脳」と「末梢の代謝関連臓器」の両面から解
明し相互作用・クロストーク様態に関しての
知見を得ようとするものである。つまり、今
回の申請研究では、これまでの研究成果を発
展させるため生後早期のストレス曝露が、そ
の後の脳（神経系）を介した臓器関連による
エネルギー代謝調節機構の獲得に与える影響
について解析することを目的としている。   
離乳前の母仔分離は、哺乳類仔にとっては

生命の危機に関わるストレスである。このよ
うな「ストレス環境（劣悪養育環境）のもとで
育った、子供の脳や身体発達・成長に及ぼす
影響を長期間に亘って評価」しようとする研
究は少なくいま始端の途に有るばかりでなく、
現代の子供を取り巻く環境の悪化と生活習慣
病の低年齢化が社会問題となっている現代に
おいては世相にマッチした研究と言えよう。 
 
３．研究の方法 
（1）母仔分離実験動物モデル作製 
申請者らが先に確立しこれまで使ってきた母
仔分離モデル動物の作製法に準じてモデル動
物を作製する (Kuma et al., 2004)。母仔分
離は、生後（postnatal days; PND）4-9 齢或

いは、2-21 齢に行い、分離時間は 3 時間～6
時間と設定した。これらの動物から脳と脂肪
組織・肝臓組織などを採取し解析に供した。
（母仔分離動物に食事性高脂肪を投与して負
荷をかけ影響が出やすい状況を作製した。） 
（2）ストレスホルモンの動態変化解析 
母仔分離ストレス曝露が体内ホルモンに与え
る影響をストレスホルモン-コルチコステロ
ンを指標として測定する。 
（3）神経作動性物質・因子の変化の解析 
母仔分離ストレスによって惹起される脳の代
表的神経作動性物質・因子（グルタミン酸受
容体）とその受容体の遺伝子発現解析を、記
憶や学習と関連があるばかりでなく、当該領
域内で 3-シナプス回路を形成し、神経回路網
形成への影響を図りやすい海馬について解析
した。特にシナプスにおける変化についてシ
ナプスの膜分画のリン酸化解析を Western 
blotting による分子生物学的解析を行った。 
（4）海馬、mPF (medial prefrontal cortex)
における脳由来神経栄養因子 BDNF が関与す
るシグナル伝達系因子の発言量に着目して、
分子生物学的に解析した。 
（5）母仔分離動物における脂質代謝関連酵素
群の動態変化解析 
脂質の合成に閲与する酵素 lathosterol 
oxidase Δ7-sterol 5Δ-desaturase (S5D)
と mevalonate pyrophosphate decarboxylase  
(MPD)の変化に着目し、神経細胞の機能に与え
る影響について解析した。 
（6）消化機能・エネルギー代謝に与える腸内 
細菌叢の影響解析 
母仔分離したラットを 21 日齢（離乳前）に、
腹腔から糞便を取り出して腸内細菌叢の組成
の 解 析 を 行 っ た 。 腸 内 細 菌 と し て 、
Actinobacteria 門 、 Bacteroidetes 門 、
Deferribacteres 門、Proteobacteria 門、
Verrucomicrobia 門を中心として網羅的な解
析を行った。 
 
４．研究成果 
生後 4-9 日齢、3時間/日母仔分離し、離乳

後飼育用飼料として高脂肪食（HFD-60 オリエ
ンタル酵母）を投与して、母仔分離後の高脂
肪食摂取が脳と末梢のエネルギー関連臓器関
連に与える影響について解析した。母仔分離
ストレスによって惹起されるコルチコステロ
ンの上昇によって起こる脳の動態変化を解析
した結果、ホモジネイト画分と粗シナプトソ
ーム膜画分を採取し、神経回路網の形成やシ
ナプスの可塑性に深く関与する因子であるグ
ルタミン酸受容体：NMDA 受容体サブユニット
(NR2A, NR2B)と CaMKIIα発現とそのリン酸化
（CaMKII-thr286）をウエスタンブロットにて
解析した。また、グルタミン酸作動性ニュー
ロンのマーカーとして VGLUT2、GABA 作動性ニ
ュートンのマーカーとして VGAT の発現も解
析した。海馬のウエスタンブトット解析では
GluR1 の発現量がホモジネイト画分および粗
シナプトソーム膜画分ともに有意に減少して



いた。一方、ホモジネイト画分においては、
VGAT 発現に変化を認めなかったが VGLUT2 の
発現量が大幅に減少していた。これら一連の
結果は、脳発達期のストレス暴露によるコル
チコステロン上昇による影響として、グルタ
ミン酸作動性ニューロンを中心とした神経回
路網の形成に障害をもたらし、結果として機
能に歪が生じていることを示唆している。 
母仔分離ラット海馬の BDNF が関与するシ

グナル伝達系の変動と脂質代謝関連因 (酵素）
の動態変化を real-time RT-PCR 並びに
Western blot で解析した。その結果、BDNF が
関与するシグナル伝逹系因子の発現量が有意
に低下していた。一方、脂質の合成に関与す
る酵素 lathosterol oxidase Δ7- sterol 5 
Δ-desaturase (S5D)と mevalo-ate pyro-
phosphate decarboxylase (MPD)の発現景が
母仔分離群で有意に減少していることが明ら
かになった。脂質コレステロールが、細胞膜
成分の重要な因子であることを鑑みると、母
仔分離ストレスは、BDNF の変動と相まって神
経細胞の機能に与える影響は大きいことが推
測できる。更に、脳の次世代シークェンス解
析を行った結果、コレステロール輸送に関与
する因子群への影響を示唆するデータを得て
いる。また、母仔分離ストレス暴露した動物
では、高脂肪食餌を摂取しても体重の増加が
見られなかった（対照群と比較）。これについ
ては、再検討が必要である。 
生後早期の母仔分離ストレスにより、体重

の増加割合が亢進したことに関して、視床下
部の BDNF 受容体 TrkB の発現量の亢進 up-
regulation を示唆し、更に BDNF の放出障害
が推測されるものである。神経性調節の場は、
視床下部室傍核と弓状核や迷走神経であるこ
とを鑑みると、神経栄養因子を介する神経性
調節機構の存在を示唆するものである。これ
をより詳細な知見を得るために、実験モデル
動物の腸管内の糞便の腸内細菌叢の解析を行
った。生後 2-20 日、6時間/日母仔分離したラ
ットを 21日齢（離乳前）に、腹腔から糞便を
取り出して腸内細菌叢の組成の解析を行った。
腸 内 細 菌 と し て 、 Actinobacteria 門 、
Bacteroidetes 門、 Deferribacteres 門、
Proteobacteria 門、Verrucomicrobia 門を中
心として網羅的な解析を行った。その結果、
母仔分離動物においては Proteobacteria 門
が最も増加し、次いで Verrucomicrobia 門が
増加していることが明らかになった。これら
は、腸内ミクロビオータのうち準（亜）優勢菌
群、あるいは最優勢菌群であり、細菌叢の組
成異常が惹起されていることが明らかになっ
た。 
近年、腸内細菌叢系統組成の変化が、潰瘍

性大腸炎に関与するという研究に先行しそれ
に引き続き、消化管とは関係のない疾患群、
精神神経疾患、代謝疾患、アレルギー・自己免
疫疾患などの病因解明へと展開されている。
報告者の一連の研究では、代謝疾患や精神神
経疾患の原因の 1 つとして脳発達期のストレ

スが惹起する脳と腸管の双方向性シグナル機
構の破綻に着目していることを鑑みると、今
回得られた結果は今後の研究発展が期待でき
るものである。 
 
[総括] 
 生後早期の母仔分離は、脳の発達と末梢エ
ネルギー関連臓器に影響を与え、神経回路網
形成と末梢臓器の相互作用・クロストークに
大きく影響を及ぼすことを示唆し、これが将
来の肥満を代表とする生活習慣病の発症に関
わっているといえる。また腸内細菌叢の変化
も代謝や消化機能の変化を惹起しておる可能
性が示唆される結果を得た。 
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