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研究成果の概要（和文）：脳と行動の発達は生後早期の母仔分離（Maternal separation: MS）によって障害を受ける
が、母親の養育行動によって改善される。皮膚刺激（Tactile stimulation: TS）は養育行動における重要な要素であ
るが、その働きは不明である。そこで、本研究では生後早期にMSを受けたマウスに対して、TSが仔のストレス応答や成
体期での行動にどのような影響を及ぼすかをBALB/cマウスを用いて検討した。その結果、TSはMSによる低体重を回復さ
せ、発声頻度を増加させた。また、TSは成長後の温痛覚感受性とうつ様行動を改善させた。

研究成果の概要（英文）：The development of brain and behavior is impaired by maternal separation (MS) 
during the early postnatal period, while it is improved by maternal licking and grooming of pups. Tactile 
stimulation (TS) may be an important factor in the mother-pup interactions, but its exact roles remain to 
be examined. I examined roles of TS in the development of brain and behavior.Pregnant BALB/c mice were 
divided into three groups; MS group, MS+TS group and control group. The ultrasonic vocalization (USV) was 
recorded during tactile stimulation in MS+TS group, and the maternal separation in MS group. The 
depression level of pups was examined using forced-swimming (FST) test at adulthood. USV frequency was 
higher in MS+TS group than in MS group. In FST test, MS+TS group showed shorter floating time and longer 
swimming timecompared with MS. In conclusion, the present result suggests that TS during the early 
postnatal period may reduce the level of depression which was induced by maternal separation.

研究分野： 発達神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトを含む哺乳類では出生前後の環境要

因が遺伝的要因との相互作用により神経回

路の構築と行動に対して生涯にわたる影響

を及ぼすことが報告されている。たとえば出

生前の拘束ストレスが仔マウスの空間記憶

を障害すると同時に、不安を亢進させること

が申請者を含めて複数のグループによって

明らかにされている。一方、生後の環境要因

として母仔関係の重要性が “ハンドリング

（handling）”実験で示されている。ハンド

リングとは生後発達期の仔を母親から毎日

短時間（5〜15 分間）引き離す操作であり、

ハンドリングによって記憶力が向上し、不安

レベルが低下する。ハンドリングの作用機序

としては、仔を母親に戻した後に仔の体を舐

めるなどの母親の養育行動が増加すること

から、母親の養育行動、その中でも仔舐めに

よる皮膚刺激の重要性が示唆されている。し

かしながら、ハンドリング実験では皮膚刺激

の役割が直接的に検証されていない。一方、

皮膚刺激はタッチケア（またはベビーマッサ

ージ）としてヒトの新生児の育児でも注目さ

れている。 

 ところで、セロトニン（5-HT）は成体では

神経伝達物質として機能するが、発達期では

神経栄養因子活性を持ち、神経回路の形成を

制御する。申請者らは、5-HT が発達期の大脳

皮質や海馬などで樹状突起の発達とシナプ

ス形成を調節することを明らかにした

（Kondoh et al.,2004；Ishiwata et al., 

2005；Hayashi et al., 2010；Yoshida et al., 

2012）。さらにハンドリングによって仔の前

頭皮質や海馬での 5-HT 受容体 mRNA の発現量

が変化することを明らかにした（赤津と志賀、

2010）。 

 以上のことから環境要因と行動の発達を

結ぶ脳内機構として 出生前後の環境要因→

神経栄養因子としての 5-HT 神経系→神経回

路の形成→行動の発達が考えられる。しかし

ながら、このカスケードに関して現在までに

断片的な実験結果しか得られていない。 

 
２．研究の目的 
 上記をふまえ、本研究では生後発達期の皮

膚刺激が行動の発達に与える影響、および行

動への影響を担う脳内機構として 5-HT の役

割を解明することを最終目的とし、そのため

のモデル実験系の確立を目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）実験動物 

 実験にはBALB/cCrSlc系統のマウスを用い

た。BALB/c マウスは、5-HT 合成の律速酵素

である Tryptophan Hydroxylase-2 遺伝子

(Tph2)の 1473 番塩基に一塩基多型(SNP)が

あり、その部分にコードされているアミノ酸

のプロリンがアルギニンに置換されている。

その結果、他の系統のマウスと比較して Tph2 

の酵素活性が低く、大脳皮質や線条体のセロ

トニン量の減少が報告されている(Zhang et 

al.,2004)。行動の観点からは、空間記憶に

おけるハンドリングの効果が C57BL/6 では

見られなかったのに対して、BALB/c では見

られたとの報告や (Zaharia et al., 1996)、

他の系統よりも不安レベルが高いとの報告

があり(Brodkin et al.,2007)、うつ病モデ

ルマウスとして用いられることもある。これ

らから、BALB/c マウスは C57BL/6 のような

不安レベルの低いマウスにストレスが付加

されたのと近い状態にあると考えられ、皮膚

刺激による効果もより大きいことが期待さ

れるため、当系統のマウスを用いることとし

た。なお、雌マウスの行動は性周期によって

影響を受けることがあるため、実験には雄マ

ウスのみ用いた。 

 

（２）皮膚刺激と母仔分離 

 妊娠 14-15 日目のマウスを用い（日本エス

エルシーから購入）、以下の３つの群に分け

た。出生日を P0 とし、生後 1日目から 10 日



目(P1-10)までの 10 日間、13:30-17:00 の間

で 毎 日 3 時 間 、 母 仔 分 離 （ maternal 

separation、MS）または皮膚刺激（tactile 

stimulation、TS）を行った。MS では、あら

かじめ準備しておいた仕切りのあるケージ

に仔を移し、1 匹ずつ母親および兄弟から隔

離した。TS では上記の母仔分離を行い、その

間１時間あたり 5分間（合計 15 分間）、仔を

乾いた絵筆(毛先の長さ:約 2.5 cm)を用いて

頭から尾の方向に背部をなでるように実験

者が刺激した。なお、MS または TS を行う際

にケージの下に電気毛布を敷き、ケージ底の

温度を約 33℃に保つことで仔の体温低下を

防いだ。コントロール(C)群は、実験操作を

加えずに通常飼育した。P21 で離乳し、１匹

ずつ飼育した。 

 

（３）超音波発声測定 

母仔分離（MS 群）または皮膚刺激（TS 群）

の間に集音マイク（UltraSoundGate 116Hm 

recorder (Avisoft Bioacoustics)）を仔マ

ウスの頭上 2～3ｃｍに設置し、超音波発声を

録音した。P2、5、7、10 に行い、Avisoft-Pro 

(Avisoft-Bioacoustics)を用いて解析した。 

  

 （４）行動実験 

 ①不安様行動 

 生後 57 日目に、高架式十字迷路（小原医

科産業株式会社）を用いて不安様行動を評価

した。すなわち床から 60 cm の高さに、Open 

arm(壁なし)と Closed arm（arm の両脇に高

さ 15 cm の壁あり） (どちらの arm も底面は

幅 5 cm×長さ 25 cm)がそれぞれ中心から左

右に1本ずつ伸びて十字に交差している装置

を使用した。十字の中央部に顔を Closed arm

に向けてマウスを置き、2 種類のアームそれ

ぞれへの侵入回数と滞在時間を5分間計測し、

さらにその間の排便回数と排尿の有無を調

べた。実験は10:00-13:00の間に、室温23℃、

290 Lux の明るさの下で 1試行ずつ行った。 

②温痛覚感受性 

 生後 59 日目に、動物実験用ホットプレー

ト（hot/cold plate 35100、Ugo Basile）を

用 い て 温 痛 覚 感 受 性 を 評 価 し た 。

10:00-11:00 の間に、54℃に設定したホット

プレートに 1匹ずつマウスを載せ、足を舐め

る、足を擦る、または飛び上がるなどのいず

れかの反応をするまでの時間(潜時)を計測

した。実験の様子はビデオカメラで記録し、

1 匹の測定ごとに十字迷路をアルコールで

拭いた。 

③空間学習・記憶能力 

 生後 62 から 67 日目の 6日間で、モリス式

水迷路実験装置（小原医科産業株式会社）を

用いて空間学習・記憶を評価した。直径100 cm、

深さ 30 cm の円形プールに水深 20 cm になる

ように水を入れ、ポスターカラーで白濁させ

た。プールの周囲の壁に目印(キュー)を 3つ

設置した。10:00-13:30 の間に、室温 23℃、

62 Lux の明るさの下、水温 22±1℃で行った。

１試行ごとに、透明で直径 10 cm のプラット

フォーム(PF)を、内壁から 15 cm の 4地点の

うち各個体に固有に決めた地点に水深 1 cm

に隠れるように設置した。マウスを水に入れ

る位置(スタート位置)は４地点からランダ

ムに決めた。以下のトレーニング(Training)

を5日間行い、6日目にプローブテスト(Probe 

test)と視覚テスト(Visible test)を行った。 

④うつ様行動 

生後 69 日目に、強制水泳試験によってうつ

様行動を評価した。室温 23 ℃で、水(22 ℃)

が入った大きなビーカー(直径 20 cm、水深 7 

cm)にマウスを入れ、10 分間行動をビデオカ

メラで記録し、無動（Floating）、よじ登り

（Climbing）、 遊泳（Swimming）時間を計測

した。 

 

（５）統計学的処理 

 SPSS（SPSS Japan Inc.）を用いて、モリ

ス水迷路のトレーニングの解析では反復測



定分散分析を、その他の解析では t検定を行

った。p値が 0.05 未満の場合を統計的有意差

があると定義した。 

 
４．研究成果 

（１）体重 

 P1 から P56 までの期間で、仔の体重に対す

る MS と TS の影響を比較した。C群と MS群間

では P14 で MS 群が有意に減少していた。C群

と TS 群間では有意差は認められなかった。

一方、MS 群と TS 群間では P1、P14 で有意に

TS 群が増加していた。 

 

（２）超音波発声頻度への影響 

 P2、5、7、10 での MS あるいは TS 時におけ

るそれぞれの操作が仔の超音波発声頻度に

与える影響について比較した。MS 群と比較し

て、TS 群には P2、P5、P7 において 1 分間あ

たりの発声回数の有意な増加が見られた。 

 

（３）不安様行動 

 高架式十字迷路を用いて不安様行動に対

する MS と TS の影響を評価した。今回の実験

では成体期において MSと TSの影響は見られ

なかった。また、成長期（P21）における有

意差も見られなかった。 

 

（４） 温痛覚感受性 

 ホットプレートテストを用いて温痛覚感

受性への影響を評価した。TS 群は C 群、MS

群と比較して有意に潜時を増加させた。一方、

MS 群と C群間には有意差は見られなかった。 

 

（５） 空間学習・記憶 

 モリス水迷路を用いて空間学習・記憶に対

する影響を評価した。TS 群は MS 群と比較

してトレーニングの 2 日目での PF 到達時間

が有意に短縮した。視覚テストでは MS 群の

PF 到達時間が延長し、C 群と TS 群間に有意

差はなかった。その他のテストでは有意差は

見られなかった。 

 

（６）うつ様行動 

 強制水泳試験を用いてうつ様行動への MS

と TS の影響を調べた。その結果、TS群は MS

群と比較して Floating が短縮し、Swimming

時間が増加した。 

 

上記のように、P１から P10 までの 10 日間、

毎日 3時間、母仔分離中に皮膚刺激を毎日 15

分間行うと、皮膚刺激によって母仔分離によ

る体重の減少が回復し、成長後の温痛覚感受

性とうつ様行動を改善させることが明らか

になった。従って、本研究はヒトでのタッチ

ケアの神経機構を解析する上でのマウスモ

デルと成りうる可能性が示された。現在、行

動への影響の脳内機構を解明するために、成

長後の前頭皮質、海馬、扁桃体、視床下部、

線条体における 5-HT 受容体や脳由来神経成

長因子（BDNF）の mRNA の発現量を解析中で

ある。合わせて、同様の行動実験と脳の解析

を C57BL/6 でも行っている。 
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