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要旨 

動物では、親は子の生存に適した産卵場所の確保や営巣を行い、子の誕生や成長を

助けるとともに、種によっては子の出生後に給餌や保護などの養育を行う場合がある。

哺乳類は一部を除き胎生であり、受精後母親の胎内で保護され、胎盤を介して栄養を

供給されながら、一定程度発達した後、生み出される。出生後の哺乳類の子育ての特

徴として授乳があり、仔は離乳期までの期間を母乳による栄養供給により成長する。

すなわち、哺乳類では特に母親と仔の親子関係が密であり、仔が生存するためには授

乳をはじめとした母親との関係が重要である。一方、哺乳類の母子関係の形成には、

母親および仔の双方が互いを認知・識別し、それぞれが養育対象としての仔および保

護者としての母親を認識し、互いに選好を示す一連の過程が必要であると考えられる。

しかし、どのような機構がこれら一連の選好性の形成に関わっているかは不明な点が

多く残されている。本博士論文では個体間認知における生理学的メカニズムの解明を

目的に、マウスを対象に仔の母親に対する認知、すなわち選好性形成の生理的機構を

解析した研究について論じた。 

 仔の母親に対する選好性の形成機構を解析するため、仔マウスの発達段階における

母親選好性を評価した。その結果、出生後14日では母親選好性を示すが、出生後16-

28日では母親選好性は観察されなかった。出生後16日を対象に母親/新規雌に対する選

好性について個体ごとに詳細に観察すると、母親もしくは新規雌への選好性を有する

個体あるいはどちらにも選好性を示さない個体に分類することが可能であり、母親へ

の選好性に個体差が観察された。この個体差の結果、出生後16日以降は母親選好性が

群として観察されないと考えられた。この観察結果をもとに、母親に強く選好性を示

す群、新規雌に強く選好性を示す群、どちらにも同程度に選好性を示す群に分類し、

検討を行った。 
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 母親への選好性の個体差、すなわち個体ごとの母親選好性の強弱を生み出す神経内

分泌学的機序を解明することを目的として、出生後16日に母親選好性テストを行った

後、社会行動との関連が注目されているオキシトシンおよびバソプレシンの血中濃度

を測定した。その結果、オキシトシンの血中濃度と母親選好性に相関は見られなかっ

た。一方、バソプレシンの血中濃度と新規雌への選好性に正の相関が認められた。こ

のことから、バソプレシンが母親選好性を負に制御している可能性が示唆された。 

次に、母親選好性を制御する神経学的機序を明らかにする目的で、母親選好性テス

ト後に母親との接触において活性化する脳領域の同定を行った。その結果、新規雌に

強く選好性を示す群において、前帯状皮質（ACC）領域および分界条床核（BNST）

領域の神経細胞の活性化が観察された。この神経活性化の機序を明らかにする目的で、

ACC 領域に着目し、母親との接触において発現が変動する遺伝子の探索を行った。そ

の結果、母親に強く選好性を示す群、新規雌に強く選好性を示す群、どちらにも同程

度に選好性を示す群の間で発現量の変動を示す遺伝子を複数見出した。この中で、

S100ファミリータンパク質の一種である S100a9遺伝子は母親選好性が強いと発現量

が低く、新規雌への選好性が強いと発現量が高いことを見出した。S100a9遺伝子から

転写・翻訳される S100a9タンパク質の増加が認知機能の抑制を引き起こすことが知ら

れている。以上の結果から、ACC および BNST 領域の神経細胞の活性化が母親選好性

を負に制御するとともに、ACC 領域における S100a9遺伝子発現が母親選好性の制御

に関連する可能性が示唆された。 

最後に出生後16日の母親選好性の特性が、成長後の行動特性と関連するか明らかに

することを目的として、出生後16日で母親選好性テスト行った個体を成熟期まで飼育

し、行動実験を行った。その結果、出生後16日の雄において新規雌への選好性が強い

個体は成熟後の物体認知機能の低下が観察された。 
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 以上の結果から、離乳前のマウスは出生後14日まで母親への選好性を有し、その後

母親選好性の個体差が大きくなることが示唆された。母親選好性の個体差を生じる機

構として、バソプレシンならびに ACC および BNST の神経細胞の活性化、さらには

ACC の S100a9遺伝子発現の変動が関与している可能性が考えられた。さらに母親選

好性の個体特性が成熟期の物体認知機能に影響を及ぼすことが考えられた。 
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序論 

動物は自身の遺伝子を次世代に残すために、生殖により子を残す。より多くの遺伝子

を残すために、動物は様々な方法を用いて子の生存率を上げている。例えば、魚類や

爬虫類では産卵場所などの確保を行い、より多くの受精卵を作る。その後、卵から孵

ると仔は親からの手助けなしに成熟していく。このような種は基本的に親が子育てを

行わない代わりに、多くの受精卵を作り仔の生存数を上げている。対して単孔目を除

いた哺乳類は胎盤形成を行い、仔は一定期間母親の胎内で過ごし、ある程度発達して

から生み出される。また生まれる個体数は卵生動物に比べて少なく、生後は体温の調

節、身体の清潔の維持、母乳による栄養供給などの様々な養育が必要である。しかし、

仔に対して親が養育行動を行うことにより、確実かつ安定的に仔を成熟させることが

できる。従って、哺乳類の仔が生存するためには母親との関係が極めて重要になる。 

 Bowlbyは1960年代に「愛着理論」を提唱し、危険な状況から安全を確保するために

子が特定の対象者（養育者）に対して接近しようとする一連の行動を愛着と定義して

いる（1）。しかし単に栄養の供給や清潔の維持が提供されるだけでは、それらの提供

者に愛着は形成されず、子が養育者に健全な愛着を形成するためには、養育者との社

会的な接触が必要であることが示されている。チャウシェスク政権下のルーマニアで

は中絶や離婚の禁止といった政策による人口の増加に伴い、多くの子が孤児院に入所

した。孤児院では食事や入浴が提供されていたが、子どもと施設の職員との接触など

はほとんど行われなかった。その結果、施設で育った子は他者に対する適切な距離が

つかめなくなる愛着障害や発達の遅れがみられた（2、3）。アカゲザルでは、針金の人

形からミルクを与えられている仔に対して、針金の人形と布の人形を提示すると布の

人形に対して接する時間が長くなることが観察されている（4）。この結果から、単に

ミルクを含めた給餌的な要因ではなく、皮膚感覚を介した接触が母子間の愛着形成に
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重要であると考えられている。加えて、アカゲザルでは、母親との接触が少ないと攻

撃行動が上昇するなど、社会行動に異常が観察される（5）ことから、愛着形成と情動

行動が密接に関連していると考えられる。 

 哺乳類の母親と子が関係を形成するためには互いが互いを認知・識別する必要があ

る。人を含めた霊長類では母親と子は互いに識別・認知していることが知られている

が（6、7）、他の種でも母親及び仔は互いに識別・認知できることが報告されている。

例えば、ラットでは母親は仔のにおいがする床敷きに接近し（8）、マウスでは母親は

自身の仔が発する超音波発声（USV）に対して接近する（9）ことから、嗅覚や聴覚に

より仔を識別していると考えられる。同様に、マウスあるいはラットの仔は母親（9、

10）とともに、母親が使用した床敷き（11、12）に対しても選好性を示すことが報告

されている。従って、仔は嗅覚により母親を認識していると考えられる。このように

げっ歯類は母親と仔が互いに嗅覚あるいは聴覚により認知・識別ができる。 

 他の哺乳類と同様に、げっ歯類の仔は出生時には養育が必要な状態で生まれる。養

育者である母親から授乳を受ける必要があり、そのため仔は母親の乳首から分泌され

るにおいを認識し、追跡しなければならない（13、14）。げっ歯類の嗅覚系は出生後

（PND）0-10日にかけて臨界期があるとされ、この時期に鼻孔を閉塞させると成熟後

ににおいの識別ができなくなる（15）。PND3以降に母親に対して人為的ににおいをつ

け仔に学習させるにおい学習を行うと、げっ歯類の仔はそのにおいに対し接近行動を

しめす（16、17）。従って、げっ歯類の仔は PND3-10の間に嗅覚系が発達しにおいを

記憶することにより、母親や母親に関連するにおいを識別することができると考えら

れる。 

 上述のように、嗅覚系と母親選好性の形成は密接に関連していると考えられる。嗅

覚系を介した刺激は、脳内の複数の経路を介して、母親選好性の形成に関与している
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と考えられる。例えば、報酬系に関与する μ オピオイド受容体ノックアウトマウスの

仔は母親が使用した床敷きに対する選好性が消失する（12）。下垂体後葉から分泌され、

社会行動に重要とされているバソプレシンを PND8の仔マウスに投与すると、母親と

関連付けたにおいに対する選好性が消失する（18）。従って、母親のにおいは、報酬系

や視床下部からのホルモン分泌を介して、母親選好性を制御していると考えられる。

また母親の認知には母親を記憶することが必要である。記憶には海馬が重要であり、

海馬 CA2領域の神経細胞の活動を抑制すると、マウスの仔は母親に対する選好性を消

失させる（10）。従って、嗅覚系を介した母親の記憶が母親選好性の形成に関与すると

考えられるが、嗅覚系以外の関与や脳内の母親選好性を制御する領域およびその機能

など、母親選好性の形成機序は不明な点が多く残されている。 

本研究では個体間認知における生理学的機構の解明を目的として、特に仔の母親に

対する選好性の形成に関する生理的機構について、マウスを対象に一連の研究を行っ

た。第一章では C57BL/6j 系統のマウスを用いて、仔マウスの発達段階における母親選

好性の解析を行った。第二章では、第一章の結果から母親選好性の強弱が生じる生理

的機構を明らかにするために、母親選好性とオキシトシン・バソプレシンとの関連、

母親との接触による神経活性化および遺伝子発現変動を検討した。さらに、母親選好

性の形成に与えるストレスの影響を明らかにするために、仔マウスに対してストレス

暴露や副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRF）のアンタゴニスト投与を行い、母

親選好性の変化を解析した。第三章では幼若期の母親選好性と成体期の行動とが関連

するか検討を行った。 

以上のように本研究では仔マウスの母親に対する選好性の形成機構および母親選好

性と成体期の行動予後について理解を深めるために多面的なアプローチにより検討を

行った。  
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第一章 C57BL/6j 系マウスにおける母親選好性 

1-1. 緒言 

 哺乳類の仔は、安全基地としての母親（養育者）に対して愛着を形成し、その関係

を維持することにより自身の安全を確保している（1）。ヒトを含めた多くの種が母親

と他個体を識別し、母親に対して愛着（母親選好性）を示すことが報告されている（6、

19、20、21）。 

げっ歯類においても床敷きに対する選好性解析やにおい学習を含む様々な方法を用

いて母親選好性について検討が行われ、仔は自身の巣や母親から発せられる特定のに

おいに対して選好性を示すことが報告されている（12、18、22、23）。PND3および

14の C57BL/6j系統マウス、あるいは PND17-21の ICR系統のマウスに対して母親と他

個体を提示すると、両系統とも母親選好性を示すことが報告されている（9、10）。し

かし、PND18の ICR 系統のマウスに対し母親と他個体を提示しても母親への選好性を

示さなかったとの報告もある（24）。従って、報告あるいはマウスの系統によって、母

親選好性に関する知見には相違がある。C57BL/6j 系統を用いた検討では、離乳後には

母親よりも新規雌に対して選好性を示すことが報告されている（10）。上記から少なく

ともC57BL/6j系統では、PND14までは母親選好性を示し、離乳後は母親選好性が新規

雌への選好性に移行すると考えられる。 

本研究では、母親選好性の形成機序を解明するために、近交系として遺伝的背景が

均一である C57BL/6j系統を用いて母親選好性の遷移を明らかにすることにした。 
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1-2. 材料および方法 

 本研究で行った全ての動物実験は国立成育医療研究センターの動物実験に関する指

針を遵守して実施し、実験動物委員会による事前の実験計画の承認（A2018-001）に

基づいて、動物に対しての苦痛を最小限に留めるように配慮して行った。 

 

1-2-1. 動物 

 妊娠14から17日のC57BL/6JJmsSlc系統マウスを購入し（三協ラボサービス）、飼育

室にて12時間ごとの明暗周期、24 ± 2 ℃の室温条件のもと個別飼育を行った。飼育室

では床替えは最低7日に一度行い、水は最低1週間に1回交換を行った。飼育期間中、

午前9時から午後2時の間にケージ内を観察し、出産の有無を確認した。出産を確認で

きた日を出生0日齢（PND0）とした。仔が PND7あるいは PND8に達した日に、母親

と仔を行動テスト室に移動した（明暗周期および温度は共に飼育室と同一環境で維持

された）。PND21で仔を離乳した。この間、後述する各テストを行った。 

 

1-2-2. 母親の仔集め行動テスト 

 後述する母親選好性の評価のため、母親の養育行動の指標として仔集め行動テスト

を行った。PND9あるいは10に、母親を新規ケージに入れ10分間過ごさせた。この間、

仔はパネルウォーマー（SANKO、パネルウォーマー32W）を敷きケージ内を28 ± 2℃

に維持した新規ケージに移動した。新規ケージへ導入した10分後に、母親をホームケ

ージに戻し、5分間自由に行動させた。その後、ホームケージ内の巣から最も離れた2

か所のケージの隅に仔を1匹ずつ置き、母親の行動を5分間観察した。母親の行動はケ

ージ上部に設置されたビデオカメラ（sony、HDR-CX680）を用いて記録した。記録

された動画より、母親が2匹の仔を巣に回収するまでの時間を算出した。 
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1-2-3. 母親選好性テスト 

 PND14、16、18および28で母親選好性テストを行った。PND14、16、18での母親

選好性テストに対しては、PND9あるは10の時点から、1日10分、計3回、母親をワイ

ヤーケージ（直径10cm、高さ10cm、CleverSyS.）に導入し、実験装置（幅65cm、横

40cm、高さ20cm、CleverSyS.）の末端領域（幅20cm、横40cm）に置き、母親を実

験装置に馴化した。母親を実験装置に順化している間、仔がいるホームケージはパネ

ルウォーマー（28 ± 2℃）を用いて保温した。PND28での母親選好性テストに対して

は、テスト8日前から1日5分間、計5回、実験装置に対して母親の馴化を行った。母親

を実験装置に順化している間、仔がいるホームケージはパネルウォーマー（28 ± 2℃）

を用いて保温した。馴化終了後、母親をケージに戻し、ワイヤーケージと実験装置は

アルコールで消毒を行った。 

仔の母親選好性を評価するにあたり、母親の養育行動の差異による仔の選好性への

影響を低減させるため、母親の仔集め行動テストの結果から、母親が1匹目の仔を回収

する時間が60秒以内かつ2匹目の仔を回収するまでの時間が1匹目の仔の回収から50秒

以内の条件を満たした母親（30匹）の仔を母親選好性テストに使用した。仔マウスを

新規ケージに移し、母親から30分隔離した。PND14では装置中央に線を引き、装置中

央から10cm離れた位置に母親あるいは新規雌をそれぞれ導入したワイヤーケージを置

き実験装置の中央に仔マウスを１匹ずつ導入し、15分間の行動観察をおこなった。

PND16以降では、実験装置の両末端領域の中央に母親あるいは新規雌をそれぞれ導入

したワイヤーケージを置き、15分間の行動観察をおこなった（Fig.1A）。実験装置上部

に設置したビデオカメラを用いて行動の記録を行った。行動観察終了後、仔マウスの

体重を体重計（Cole-Parmer、PL602-S）を用いて計測し、個体番号を付けてホームケ

ージに戻した。また試験終了ごとに、70％エタノールを用いて実験装置およびワイヤ
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ーケージの汚物等を拭き取った。母親選好性は母親あるいは新規雌を導入したワイヤ

ーケージに仔が鼻先を接触（Fig. 1B）した時間を指標として、行動解析ソフト

（TopScan）を用いて評価した。発達段階ごとに母親選好性を比較するために接触時

間から各個体の標準得点（Z-score）を以下により求めた。 

「Z-score＝（接触時間 ― 全個体の接触時間の平均値）／全個体の標準偏差」 

 

1-2-4. 統計学的解析 

 母親との接触時間および接触率は平均値±標準誤差で表した。データの統計は

GraphPad Prism8を用いて対応のある t検定、50%をチャンスレベルとした1標本の t検

定、あるいは one-way ANOVA およびピアソンの積率相関係数を用いて検討を行い、

p<0.05の場合を統計的有意とした。 
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1-3. 結果 

1-3-1. 母親選好性テスト 

最初に、発達段階ごとに母親および新規雌の接触時間を検討した。母親接触時間の

Z-スコアは、PND14（n＝10匹）において PND16（n＝150匹）、18（n＝10匹）、28

（n＝15匹）と比較して有意に高かった（（F 2, 168） = 1.39：PND14 vs PND16：ｐ

<0.0001、PND14 vs PND18：ｐ=0.0068、PND14 vs PND28：ｐ=0.002、Fig. 2A）。

一方、新規雌に対する接触時間 Z-スコアには発達段階ごとの差は見られなかった（Fig. 

2B）。母親接触時間の Z-スコアが PND14に比べ PND16以降で減少したことから、

PND16における仔マウス（n＝150匹）の母親選好性について検討を行った。仔マウス

の母親および新規雌に対する接触時間に差は見られなかった（Fig. 3A）。雌雄における

母親選好性の差異を検討するため、雄（n＝78匹）および雌（n＝68匹）に分けて母親

および新規雌に対する接触時間の比較を行ったが、いずれも母親と新規雌への接触時

間に差は見られなかった（Fig.3B、C）。次に、PND16における母親と新規雌への接触

時間を個体ごとに解析した。母親（Fig. 4A）および新規雌（Fig. 4B）への接触時間は

0秒の個体もいれば、900秒近い値を示すような個体もいた。これらの結果から PND16

における母親および新規雌への接触時間には大きな個体差があることが示された。こ

れら個体差が生じる原因として、成長段階の指標として体重との関連を調べたが、体

重と母親（Fig. 4C）あるいは新規雌（Fig. 4D）への接触時間の間に相関は見られなか

った。さらに、接触時間の個体差と同腹仔数、すなわち母親が1匹当たりに費やす養育

の時間の違いが、母親および新規雌に対する接触時間の個体差の原因となっているか

を検討するため、産仔数（養育仔数）ごとの母親（Fig. 4E）および新規雌（Fig. 4F）

への接触時間を比較したが、産仔数間における接触時間に差は見られなかった。また

雌雄それぞれで母親及び新規雌に対する接触時間に違いがあるかを検討した。雄では、
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母親（Fig. 5A）および新規雌（Fig. 5B）への接触時間は0秒の個体もいれば、900秒近

い値を示すような個体もいた。これらの結果から PND16の雄にける母親および新規雌

への接触時間には大きな個体差があることが示された。体重と母親（Fig. 5C）あるい

は新規雌（Fig. 5D）への接触時間の間に相関は見られなかった。さらに、産仔数（養

育仔数）ごとの母親（Fig. 56E）および新規雌（Fig. 5F）への接触時間を比較した。8

匹の兄弟を持つ仔は兄弟数が5、6匹の仔と比較して母親への接触時間に有意に長かっ

た（（F 6, 71） = 2.58：兄弟数8匹（n＝11匹）vs 5匹（n＝8匹）：p=0.0042、兄弟数8

匹 vs 6匹（n＝16匹）：p=0.0024、Fig. 5E）。産仔数と新規雌への接触時間には差は見

られなかった（Fig. 5F）。雌では、母親（Fig. 6A）および新規雌（Fig. 6B）への接触

時間は0秒の個体もいれば、900秒近い値を示すような個体もいた。これらの結果から

PND16の雌にける母親および新規雌への接触時間にも大きな個体差があることが示さ

れた。体重と母親（Fig. 6C）あるいは新規雌（Fig. 6D）への接触時間の間に相関は見

られなかった。さらに、産仔数（養育仔数）ごとの母親（Fig. 6E）および新規雌（Fig. 

6F）への接触時間を比較した。産仔数と母親あるいは新規雌への接触時間に差は見ら

れなかった。 
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1- 4. 考察 

 本研究では C57BL/6JJmsSlc 系統マウスを用いて、仔マウスの母親選好性について

検討を行った。本研究では PND14と PND16以降では仔の発達に合わせて選好性を評

価する実験系が異なることから、Z-スコアを用いて各発達段階における母親選好性の

比較を行った。Z-スコアによる母親への接触時間は PND16、18、28と比較して

PND14で有意に長かった。一方、Z-スコアによる新規雌への接触時間は発達段階ごと

には差が見られなかった。このことから仔は PND14までは母親に対する選好性を有し

ているが、それ以降では消失する一方で、母親選好性の消失に伴って、必ずしも新規

雌への選好性が亢進するものではないと考えられた。これまでに Lham らは、

C57BL/6J 系マウスを用いた検討から、PND3、6、14では母親に対する選好性を示す

のに対して、PND30以降では母親選好性は消失し新規雌に対する選好性を有すること

を報告している（10）。本研究結果と合わせて考えると、C57BL/6J 系マウスでは母親

に対する選好性は PND14以降で消失すると考えられる。 

本研究では PND16以降母親選好性が消失することに着目し、PND16における母親選

好性テストについてさらに詳しく検討を行った。その結果、雌雄を問わず PND16では

母親および新規雌に対する接触時間について個体差が大きいことが明らかとなった。

従って、PND16の仔が必ずしも母親選好性を消失したわけではなく、個体によって母

親選好性の程度（強弱）に差が生じていると考えられた。従って、PND16では母親お

よび新規雌に対する選好性が全体として観察することができなかったと考えられる。 

 げっ歯類において、仔舐め行動や毛繕い行動の頻度が低い母親の仔は体重が低いこ

とが報告されている（25）。PND16における母親及び新規雌に対する選好性に個体差

がみられたことから、その要因が仔マウスの体重、すなわち発達度合いや兄弟数、す

なわち母親が同時に養育しなければならない個体数にあるか検討を行った。雄および
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雌ともに母親及び新規雌に対する接触時間と体重との相関はみられなかった。一方、

雄でのみ兄弟数が8匹の場合、5匹及び6匹と比較して母親への接触時間が増加してい

た。雄でのみこのような現象が観察された理由は不明であるが、雄においては適切な

母親選好性を形成する要因の一つとして兄弟数が関連している可能性が考えられる。 
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第二章 母親選好性を制御する生理機序の解明 

2-1. 緒言 

仔の母親選好性は、摂食行動、不安関連行動、恐怖反応、記憶などの脳内機構の制

御を受けることにより生じていると考えられる。これらを制御する脳内領域として、

前帯状皮質（ACC）、分界条床核（BNST）、室傍核（PVN）、扁桃体基底核（BLA）、

海馬 CA2領域（CA2）が知られている。ACC領域は恐怖反応（26）や意思決定（27）

の制御に関わることが報告されている。さらに、Yoshida らは ACC 領域の神経細胞の

活性が愛着行動の指標となる輸送反応を抑制させることを報告している（7）。BNST

領域は不安関連行動（28）、摂食行動（29）や接近行動（30）を制御していることが

知られている。PVN 領域は社会行動に重要とされているオキシトシンやバソプレシン

を産生し、BNST 領域からの投射を受ける（29）。BLA 領域は ACC 領域から投射を受

けることにより、恐怖反応を抑制することが報告されている（26）。近年、CA2領域は

幼若期から成体期に渡り仔が母親を記憶し、発達段階ごとの社会的選好性の制御して

いることが報告されている（10）。従って、これら脳内領域が母親選好性の形成に関与

している可能性がある。近年、視床下部で産生されるバソプレシンおよびオキシトシ

ンが仔マウスの社会行動形成に重要であることが報告されており（18、31）、これら

ホルモンも母親選好性の制御に関与している可能性が考えられる。 

 第二章では、第一章で明らかとなった PND16における選好性の個体差を生じる生理

的機序を解明することを目的に、実験を行った。母親選好性を制御する脳領域を特定

するために、神経活性化マーカーである c-Fos に対する免疫染色法により、母親との

接触において活性化する脳領域、神経細胞種を検討した。さらに母親との接触におい

て発現が変動する遺伝子の探索を行った。さらに母親選好性とオキシトシン・バソプ

レシンのとの関連を検討した。合わせて、ストレスが母親選好性の形成に与える影響
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を検討するため 、母仔分離ストレスまたは副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRF）

のアンタゴニスト投与による母親選好性への影響について検討を行った。 
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2-2. 材料および方法 

2-2-1. 母親提示によって活性化する脳領域の同定 

PND16にて母親選好性テストを行った仔マウスに対して、2日後に母親提示実験を

以下のように行った。仔マウスを新規ケージに移し、母親から30分間隔離した。その

後、仔マウスがいるケージに母親を導入（母親提示あり）または導入せず（母親提示

なし）、30分間維持した。その後再度母親から隔離し、母親提示から1.5時間後、イソ

フルランにて仔マウスを深麻酔し、ザンボニ溶液（20mg／ml パラホルムアルデヒド、

0.2%飽和ピクリン酸水溶液1.3%、0.1M リン酸衝動液）を用いて灌流固定を行い、脳

の摘出を行った。摘出脳をザンボニ液中に4℃で一晩浸漬固定した。固定後、リン酸緩

衝生理食塩水（PBS）で溶解した30%ショ糖溶液に2日間浸漬した。ショ糖溶液へ浸漬

後、脳を OCT（optimal cutting temperature compound）に包埋し、液体窒素を用いて

凍結ブロックを作製した。凍結ブロックからクリオスタット（LEICA、CM3050S）を

用いて40μmの脳切片を作成した。切片をPBSで5分3回洗浄した後、3％過酸化水素液

/ PBS により15分間室温で処理し、PBS で5分3回洗浄した。1%正常ウマ血清、

0.4%Triton X/ PBS（TNBS）にて室温で60分間処理し、ウサギ抗 c-Fos 抗体（SC-5、

santa cruz）を TNBS で20000倍になるように希釈し、4℃で一晩反応させた。PBS で

5分3回洗浄した後、TNBS により3倍希釈した EnVision+ System- HRP Labelled 

Polymer Anti-Rabbit （DAKO）を室温で1時間反応させ、その後 PBS で5分3回洗浄し

た。Liquid DAB+ Substrate Chromogen System（DAKO）で免疫陽性反応を可視化し、

PBS で5分3回洗浄した。洗浄後、スライドガラスに切片を貼付し、乾燥させた。スラ

イド標本をアルコール・キシレン系列により脱水・透徹後、マリノール（松浪）にて

封入し顕微鏡（オリンパス）で観察し、撮影（BX53、オリンパス）した。領域の面積

と c-Fos 陽性細胞の数を Image J を用いて、計測し密度（cell／cm2）を求めた。第一
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章の結果から、PND16では母親選好性に大きな個体差が存在することが明らかとなっ

た。従って、以下の計算式より母親接触率を求め、仔を3群にわけた。 

「母親接触率＝母親への接触時間／（母親への接触時間+新規雌への接触時間）×100」 

 

2-2-2. 抗 c-Fos抗体と抗 GAD67抗体による免疫二重染色 

 母親提示を行った仔マウスの脳切片に対して前述の抗 c-Fos 抗体による免疫組織化

を行った。ウサギ抗 c-Fos 抗体反応時に、同時にマウス抗 GAD67抗体（Abcam）を

500倍希釈として、4℃で一晩反応させた。PBS で10分間洗浄した後、さらに PBSで5

分2回洗浄した。二次抗体として TNBS により2000倍希釈したロバ抗ウサギ IgG 血清

（Alexa 594、Invitrogen）および500倍希釈したロバ抗マウス IgG 血清（Alexa 488、

Invitrogen）を用いて、遮光しながら室温で1時間反応させた。PBS にて10分間3回洗

浄した後、切片をスライドガラスに貼付し、VECTASHIELD Hard・set Mounting 

Medium with DAPI（VECTOR LABORATORIES）にて封入し、顕微鏡（BZ-9000、

KEYENCE）にて観察、撮影した。 

 

2-2-3. Free-floating を用いた vGLUT1に対する in situ hybridization と抗 c-Fos 抗

体による二重染色 

マウス脳より RNeasy Mini（QIAGEN）を用いて total RNA を抽出した。Total RNA

を鋳型として、primescript II 1st strand cDNA Synthesis Kit（Takra）を用いて cDNAを

得た。vGLUT1に対する in situ hybridizationを行うため、マウス vGLUT1 cDNAの部分

配列のクローニングを行った。クローニングのため、マウス vGLUT1 cDNA 配列の

1885-2861塩基を標的としたセンスプライマー5’- ACTCCATACACCTCTAGCCTGA-3’、

アンチセンスプライマー5’- GAGACAGACACCAAGACACGAC-3’にて、Thermal 
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Cycler Dice Real Time System II TP800（Takara）を用いて PCR反応を行った。PCR

反応は premix EXtaq （Perfect Real Time）を用いて、95℃・5分間の pre-PCR heatサ

イクルの後、94℃・30秒、60℃・30秒、70℃・1分間を１サイクルとして、30サイク

ル反応させ、その後72℃で10分間の伸長反応を行った。PCR 終了後、臭化エチジウム

（和光）を含む2％アガロースゲルを用いた電気泳動により PCR 産物を確認した。

pGEM-T Easy Vector System （Promega）を用いて、pGEM-T Easyベクターに PCR

産物を組込み、コンピテント細胞 DH5α 株に導入した。その後、X-gal（20mg／μl）、

IPTG（1.0M）を添加したアンピシリン（1μl／ml）を含む LB寒天培地上にベクターを

導入したコンピテントセルを塗布し培養した。X-gal/IPTG によるカラーセレクション

から、白色を示すコロニーを複数選択し、さらに液体 LB培地にてコンピテントセルを

培養し、菌体を得た。得られた菌体から M13 Primer を用いてコロニーPCR を行い、

臭化エチジウム（和光）を含む1％のアガロースゲルを用いた電気泳動によりサイズを

確認した。サイズが一致したものに対して、ミニプレップ法によりベクターを回収し、

シークエンスにより配列の確認を行い、マウス vGLUT1 cDNA の目的の断片がクロー

ニングされていることを確認した。目的のプラスミドを、NcoⅠ（Takara）および

PstⅠ（Takara）でそれぞれ切断し、これを鋳型として、DIG RNA Labeling Mix

（Roche）を用いて SP6ポリメラーゼあるいは T7ポリメラーゼにより、それぞれ DIG

標識 cRNAセンスプローブおよびアンチセンスプローブを作製した。 

 上述のように、母親提示を行った仔マウスの脳をザンボニ溶液にて灌流固定、ショ

糖溶液置換後、40μmの凍結切片を作製した。PBSで5分2回洗浄し、protease K（1μg

／ml、和光）により37℃で5分間処理した。PBS で5分2回洗浄し、0.25%無水酢酸

（ニッポンジーン）で10分間処理し、再び PBSで5分2回洗浄した。ハイブリダイゼー

ションバッファー（50%ホルムアミド、3×SSC、0.12M リン酸バッファー（PB）、
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1×Denhardt solution、125μg／ml tRNA、0.1μg／ml サケ精子 DNA、10％デキストラン

硫酸ナトリウム）にて室温で、5分間プレハイブリダイゼーションを行った。ハイブリ

ダイゼーションバッファーへ500ng/mlになるように DIG標識 cRNAプローブを加え、

85℃で3分間変性させた後、切片と共に60℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。

ハイブリダイゼーション後、2×SSCバッファー／50%ホルムアミドにより60℃で15分

2回洗浄し、NTE バッファー（ニッポンジーン）により37℃で10分間、RNaseA

（SIGMA、20μg／ml NTE バッファー）により37℃で30分間反応させた。さらに37℃

で10分間 NTE バッファーで洗浄し、2×SSC により60℃で15分間2回、0.5×SSC によ

り60℃で15分間2回洗浄した。その後、DIG1（0.1M Tris-HCL（pH7.5）、0.15M NaCl、

0.1%tween 20%）により室温で15分間洗浄し、1.5％ブロッキング試薬（Roche）／

DIG1により37℃で1時間反応させた。DIG1で5分間洗浄し、アルカリフォスターゼ標

識抗 DIG 抗体（Roche）を DIG1により2000倍になるように希釈し、4℃で一晩反応さ

せた。DIG1により15分間4回洗浄し後、DIG3（0.1M Tris-HCL（pH9.5）、0.01M NaCl、

0.05M MgCl2）により3分間処理した。発色液（75mg／ml Nitro blue tetrazolium

（NBT）、50mg／ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyphosphate-5-Toluidine salt （BCIP）／

DIG3）により、室温で発色が確認されるまで反応させた。発色を確認後、PBS により

1分間洗浄し、4％パラホルムアルデヒド・リン酸衝動液（富士フィルム）で10分間処

理した。その後、c-Fos免疫組織化学の方法により、TNBSによるブロッキングを行っ

た後、ウサギ抗 c-Fos抗体を TNBSで1000倍になるように希釈し、4℃で一晩反応させ

た。PBS で5分3回洗浄した後、TNBS により3倍希釈した EnVision+ System- HRP 

Labelled Polymer Anti-Rabbit（DAKO）を室温で1時間反応させ、PBSで5分3回洗浄し

た。Liquid DAB+ Substrate Chromogen System（DAKO）で免疫陽性反応を可視化し、

PBS で5分3回洗浄した。その後グリセロール溶液にて封入し顕微鏡（BX53、オリン
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パス）で観察、撮影した。 

 

2-2-4. マイクロアレイ解析 

上述のように、母親接触率により分けた3群の各3匹に対して母親を30分間提示した

後、脳より前帯状皮質領域を切り出し、凍結保存を行った。凍結組織より、RNeasy 

Mini（QIAGEN）を用いて total RNAを抽出した。その後、群ごとに total RNAを混合

し、3D-Gene メッセンジャーRNA チップ（TORAY）を用いてマイクロアレイ解析を

行った。 

 

2-2-5. RT-PCRによる mRNA発現解析 

マイクロアレイ解析のために抽出した RNA を鋳型として、primescript II 1st strand 

cDNA Synthesis Kit（Takara）を用いて cDNAを作成した。マイクロアレイ解析の結果

を検証するために、マイクロアレイ解析により発現変動が認められた35遺伝子（表1）

と内在性のコントロールとして Gapdh 遺伝子の発現をリアルタイム PCR により検討

した。RT-PCR反応は SYBR premix EXtaq II（Perfect Rreal Time、Takara）を用いて、

Thermal Cycler Dice Real Time System II TP800（Takara）にて行った。用いたプライ

マー配列は表1に示す。リアルタイム PCRにより得られた結果から ΔΔCt法によりMP

群における各目的遺伝子の mRNA 発現量を1.0とし、NP 群および SP 群における相対

的な遺伝子発現量を算出した。 

 

2-2-6. 血中オキシトシン・バソプレッシンの測定 

PND16での仔マウスの母親選好性テスト終了後、イソフルランにて仔マウスを深麻

酔し、心臓から血液を採取した。採血後、血液を30分間常温に置き、2000rpm、4℃、
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30分間遠心し、血清を採取した。オキシトシンおよびバソプレシン測定のために、血

清を assay buffer によりそれぞれ5倍及び100倍希釈し、Oxytocin ELISA kit （ENZO）

あるいは Arg8-Vasopressin （ENZO）を用いて血中濃度を測定した。 

 

2-2-7. 母仔分離の母親選好性への影響 

 PND1から PND14まで、1日3時間プラスチック製のケージ（3.5cm×4.5cm、Fig. 7A）

に導入し、母親と隔離した。隔離している間、ホットプレート（Leica、HI1220、31 ± 

2℃）に置き保温した（Fig. 7B）。コントロール群として隔離処理を行わない群を設定

した。コントロール群（6匹）と隔離群（14匹）の PND16の仔を用いて、上記に記載

した、母親選好性テストを行い、同様に母親選好性を評価した。 

 

2-2-8. 副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRF）アンタゴニストの投与 

 PND16（27匹）の母親選好テストの30分前に溶媒（15% DMSO、3% ポリオキシエ

チレン（10）ヒマシ油（フジフィルム）／生食）もしくは CRF アンタゴニスト

（60mg／kg）を腹腔に投与した。その後、母親選好性テストを行い、母親選好性を評

価した。 

 

2-2-9. 統計学的解析 

データは平均値±標準誤差または分散分布図で表した。データの統計は GraphPad 

Prism8を用いて one-way ANOVA およびピアソンの積率相関係数を用いて検討を行い、

p<0.05の場合を統計的有意とした。 
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2-3. 結果 

2-3-1. 母親への接触率 

母親選好性の差異による群分けを行うために、各個体における母親接触率（Fig. 8A）

をもとに、母親接触率が80％以上の個体を MP 群、母親接触率が20％以上かつ80％未

満の個体を NP群、母親接触率が20％未満の個体を SP群とし、母親選好性の異なる３

群を設定した。すなわち、母親接触率の高い群を MP 群、母親接触率が低い群（新規

雌への接触率が高い群）を SP群、母親および新規雌のいずれにも接触する群を NP群

とした。上記群分けにより、50％をチャンスレベルとして各群の母親接触率を比較し、

MP 群で母親接触率がチャンスレベルよりも有意に高く（t=67.53,df=58）、SP 群では

有意に低く（t=79.38,df=42）、NP 群では母親および新規雌のいずれにも接触している

ことが確認できた（Fig. 8B）。全個体のうちMP群は39％、NP群は29%、SP群は32%

であった（Fig. 8C）。 

 

2-3-2. 母親接触時における前帯状皮質（ACC）の活性化 

母親提示ありまたは母親提示なしの条件下で、ACC 領域（Fig. 9A）の c-Fos 陽性細

胞を観察した（Fig. 9B）。母親提示なしの条件下で、MP 群、NP 群、SP 群間の c-Fos

陽性細胞密度の比較を行ったが、統計的に有意な差は見られなかった（Fig. 9C）。一方、

母親提示ありの条件下では、MP群と比較して、SP群と NP群で ACC領域の c-Fos陽

性細胞密度が有意に増加していた（（F 2, 12） = 13.37; p = 0.023  SP vs. MP, p = 

0.00009 NP vs. MP、Fig. 9D）。次に母親および新規雌への接触時間と c-Fos陽性細胞

密度の相関を検討した。母親提示なしでは c-Fos陽性細胞密度と母親（Fig. 10A）およ

び新規雌（Fig. 10C）との接触時間に相関はみられなかった。母親提示ありでは c-Fos

陽性細胞密度と母親接触時間には相関がみられなかったが（Fig. 10B）、新規雌に対す
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る接触時間とは統計的に有意な正の相関がみられた（r2＝0.57、p＝0.012、Fig. 10D）。 

 

2-3-3. 母親接触時における分界条床核（BNST）の活性化 

母親提示ありまたは母親提示なしの条件下で、BNST領域（Fig. 11A）の c-Fos陽性

細胞を観察した（Fig. 11B）。母親提示なしの条件下で、MP 群、NP 群、SP 群間の c-

Fos 陽性細胞密度の比較を行ったが、統計的に有意な差は見られなかった（Fig. 11C）。

母親提示ありの条件下では、MP 群と比較して、SP 群では c-Fos 陽性細胞密度が有意

に増加していた（（F 2, 10） = 4.53; p = 0.034 SP vs. MP、Fig. 11D）。 

次に母親および新規雌への接触時間と c-Fos 陽性細胞密度の相関を検討した。母親

提示なしでは c-Fos陽性細胞密度と母親（Fig. 12A）および新規雌（Fig. 12C）との接

触時間に相関はみられなかった。母親提示ありでは c-Fos 陽性細胞密度と母親接触時

間には統計的に有意な負の相関がみられ（r2＝0.29、ｐ＝0.021、Fig. 12B）、c-Fos 陽

性細胞密度と新規雌に対する接触時間には統計的に有意な正の相関がみられた（r2＝

0.47、ｐ<0.001、Fig. 12C）。 

 

2-3-4. 母親接触時における室傍核（PVN）の活性化 

母親提示ありまたは母親提示なしの条件下で、PVN 領域（Fig. 13A）の c-Fos 陽性

細胞を観察した（Fig. 13B）。母親提示なしおよびありの条件下で MP 群、NP 群、SP

群間の c-Fos 陽性細胞密度の比較を行ったが、統計的に有意な差は見られなかった

（Fig. 13C、D）。次に母親および新規雌への接触時間と c-Fos 陽性細胞密度の相関を

検討した。母親提示なし/ありのいずれの条件においても、c-Fos 陽性細胞密度と母親

（Fig. 14A、B）および新規雌（Fig. 14C、D）との接触時間に相関はみられなかった。 
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2-3-5. 母親接触時における扁桃体基底核（BLA）の活性化 

母親提示ありまたは母親提示なしの条件下で、BLA 領域（Fig. 15A）の c-Fos 陽性

細胞を観察した（Fig. 15B）。母親提示なしおよびありの条件下で MP 群、NP 群、SP

群間の c-Fos 陽性細胞密度の比較を行ったが、統計的に有意な差は見られなかった

（Fig. 15C、D）。次に母親および新規雌への接触時間と c-Fos 陽性細胞密度の相関を

検討した。母母親提示なし/ありのいずれの条件においても、c-Fos 陽性細胞密度と母

親（Fig. 16A、B）および新規雌（Fig. 16C、D）との接触時間に相関はみられなかっ

た。 

 

2-3-6. 母親接触時における海馬 CA2領域（CA2）の活性化 

母親提示ありまたは母親提示なしの条件下で、CA2領域（Fig. 17A）の c-Fos 陽性細

胞を観察した（Fig. 17B）。母親提示なしおよびありの条件下で MP群、NP群、SP群

間の c-Fos陽性細胞密度の比較を行ったが、統計的に有意な差は見られなかった（Fig. 

17C、D）。次に母親および新規雌への接触時間と c-Fos 陽性細胞密度の相関を検討し

た。母親提示なし/ありのいずれの条件においても、c-Fos 陽性細胞密度と母親（Fig. 

18A、B）および新規雌（Fig. 18C、D）との接触時間に相関はみられなかった。母親

提示ありでも c-Fos 陽性細胞密度と母親接触時間には負の相関傾向がみられた（Fig. 

18B）。 

 

2-3-7. ACCにおける c-Fos陽性細胞の細胞種の同定 

前述のように、母親提示ありの条件下における仔マウスの ACC領域では MP群と比

較し、NP 群あるいは SP 群で c-Fos 陽性細胞密度の増加が観察されたことから、これ

ら c-Fos 陽性細胞の細胞種を同定するために、抗 c-Fos 抗体および抗 GAD67抗体を用
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いた二重免疫染色を行った。その結果、両抗体に対する免疫陽性反応の共局在は観察

されなかった（Fig. 19）。 

同様に、c-Fos 陽性細胞の細胞種を同定するために、抗 c-Fos 抗体および vGLUT1に

対する in situ hybridization を用いた二重染色を行った。その結果、アンチセンスプロ

ーブを用いた vGLUT1に対する in situ hybridizationの陽性シグナルと抗 c-Fos抗体の陽

性シグナルの共局在が確認された（Fig. 20）。 

 

2-3-8. マイクロアレイ解析 

前述のように、母親提示ありの条件下における仔マウスの ACC 領域では3群間にお

ける c-Fos 陽性細胞密度に違いがみられた。従って、ACC における神経活性化の差異

が母親選好性を制御している可能性が考えられた。ACC の神経活性化の差異がどのよ

うな変化を引き起こすか検討するため、MP群、NP群および SP群の ACC領域におけ

る遺伝子発現をマイクロアレイにより検討した。マイクロアレイ解析の結果から、MP

群とくらべ NP 群および SP 群で発現変動を示す遺伝子を探索したところ、MP 群に比

べ NP 群では1050遺伝子、SP 群では702遺伝子の発現上昇がみられた。これら遺伝子

の中で、発現変動が大きい上位20遺伝子を表に示した（表.2、3）。一方、MP群にくら

べ、NP群では9遺伝子、SP群では13遺伝子で発現の減少がみられた（表.4、5）。また、

NP 群と比較した場合、SP 群では50遺伝子の発現が上昇したのに対して、173遺伝子

の発現が減少を示した。これらの遺伝子の中で発現変動が大きい上位20遺伝子を表に

示した（表.6、7）。 

 

2-3-9. RT-PCRによる mRNA発現解析 

上記結果を踏まえ、MP 群と比較して NP 群と SP 群で遺伝子発現が上昇もしくは減



32 

 

少した上位20遺伝子（合計40遺伝子）のうち、NM 番号が付与されている RIKEN 

cDNA を除いた35遺伝子について、リアルタイム PCR のよる遺伝子発現検討を行った。 

次に母親および新規雌への接触時間と遺伝子発現量の相関を検討した。検討した35

遺伝子のうち母親への接触時間と Malat1遺伝子の発現量に統計的に有意な正の相関が

みられ（r2＝0.56、ｐ＝0.020、Fig. 21R）、一方、母親への接触時間と S100a9遺伝子

の発現量に統計的に有意な負の相関みられた（r2＝0.52、ｐ＝0.028、Fig. 21AC）。検

討した35遺伝子のうち新規雌への接触時間と Ptgds 遺伝子の発現量（r2＝0.74、ｐ＝

0.0029、Fig. 22Y）および S100a9遺伝子の発現量（r2＝0.86、ｐ＝0.0004、Fig. 22AC）

に統計的に有意な正の相関がみられた。新規雌への接触時間と Malat1遺伝子発現量は

負の相関傾向がみられた r2＝0.37、ｐ＝0.08、Fig. 22R）。 

 

2-3-10. 血中オキシトシン・バソプレシン濃度と母親/新規雌との接触時間 

 PND16での母親選好性テスト後にオキシトシンまたはバソプレシンの血中濃度を測

定し、母親および新規雌との接触時間の相関を検討した。オキシトシンの血中濃度は

母親または新規雌に対する接触時間と相関は見られなかった（Fig. 23）。バソプレシン

の血中濃度と母親に対する接触時間は統計的に有意な負の相関がみられた（r2＝0.23、

ｐ＝0.028、Fig. 24A）。同時に、新規雌に対する接触時間とバソプレシンの血中濃度

では統計的に有意な正の相関がみられた（r2＝0.24、ｐ＝0.024、Fig. 24B）。 

 

2-3-11. 母仔分離の母親選好性への影響 

コントロール群と母仔分離群に対して PND16に母親選好性テストを行い、母親およ

び新規雌への接触時間の比較を行った。コントロール群と母仔分離群における母親お

よび新規雌への接触時間を比較したが、2群間に差はみられなかった（Fig. 25）。 



33 

 

2-3-12. CRF アンタゴニストの投与による母親選好性テストの影響 

コントロール群とアンタゴニスト投与群に対して PND16に母親選好性テストを行い、

母親および新規雌への接触時間を比較した。両群間で母親選好性の差はみられなかっ

た（Fig. 26）。 
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2-4. 考察 

本研究では PND16に母親選好性テストを行い、その結果から母親接触率により仔マ

ウスを母親接触率の高いMP群、母親接触率の低い SP群およびいずれにも該当しない

NP 群の3群に分け、母親選好性を制御する脳領域、遺伝子、オキシトシン・バソプレ

ッシンの関与およびストレスの関与を検討した。 

本研究から、ACC領域と BNST領域では母親との接触により3群間で c-Fos陽性細

胞数に違いがあることを見出した。母親との接触により ACC領域における c-Fos陽性

細胞数が MP群と比較して NP群と SP群で増加していた。この結果から、母親選好性

が低い個体は母親と接触することにより ACC領域の活性化神経細胞の数が増加してい

ると考えられた。さらに母親との接触により c-Fos陽性細胞数と新規雌に対する接触

時間に正の相関があることを見出した。ACC領域は認知機能、情動処理、痛覚、意思

決定に関与することが報告されている（7、32、33、34、35、36、37、38）。過去の

報告では ACC領域が母親の不在の感知や輸送反応の抑制などに関連していることが報

告されている（7）。これらの結果を合わせると、ACC領域の神経細胞の活性化が母親

選好性を負に制御している可能性が考えられる。 

 BNST領域おいても母親との接触によりMP群と比較してSP群でc-Fos陽性細胞数が

増加していた。この結果から母親選好性が低い仔マウスは母親との接触でBNST領域

の神経細胞の活性か引き起こされると考えられる。さらに母親との接触によりBNST

領域におけるc-Fos陽性細胞数と母親との接触時間は負の相関を示し、新規雌との接触

時間とは正の相関を示すことを見出した。過去の報告ではBNST領域がモチベーショ

ン、性行動、脅威、認知、ストレス、痛みなどの制御をしていることが示唆されてい

る（39、40、41、42、43、44）。さらにBNST領域の活性化が社会的嫌悪や警戒を制

御することが示唆されている（45、46）。これらの結果を合わせると、BNST領域の神
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経細胞の活性化が母親選好性を負に制御している可能性が考えられる。従って、ACC

領域とBNST領域はともに仔マウスにおいて母親選好性を負に制御している可能性が

考えられる。ACC領域とBNST領域は相互に神経投射がみられる（40、45）。本研究で

はACC領域とBNST領域の活性化が互いに制御しあっているか、または別の現象とし

て生じているかどうかは検証できていない。今後、母親／新規雌に対する選好性と

ACC領域またはBNST領域との関連についてさらに検討する必要がある。 

 本研究ではPVN領域、BLA領域およびCA2領域におけるc-Fos陽性細胞数について、

母親との接触なし/ありにおいて3群間に違いがみられなかった。従って、本研究の結

果からPVN領域、BLA領域そしてCA2領域は母親／新規雌に対する選好性に直接的に

は作用していないと考えられる。一方で、Lahamらの研究によるとPND14の仔マウス

は母親を提示するとCA2の神経細胞の活性が増加するのに対して、成体では母親より

も新規雌によりCA2の神経細胞の活性が増加することが報告されている（10）。従っ

て、CA2領域については本研究結果と先行研究の結果と矛盾している。この知見の不

一致は行動テストを行った時期の違いのためと考察される。Lahamらの研究では母親

選好性が観察されるPND14において母親と接触する際にCA2領域における神経細胞の

活性が報告されている（10）。対して、本研究ではPND16における母親との接触によ

るCA2領域における神経細胞の活性を観察し、本研究の結果からこの期間における母

親選好性がみられないことを明らかにした。時期による母親選好性の違いが母親接触

によるCA2領域の活性の違いを引き起こした可能性がある。今後は母親接触における

CA2領域と母親選好性についてさらなる検証が必要である。 

前述のようにACC領域において、SP群では母親との接触により神経細胞の活性化が

認められ、ACC領域の神経細胞の活性化が母親選好性を負に制御している可能性が考

えられた。本研究ではACC領域が母親選好性を制御する機序に迫るため、母親との接
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触によって活性化した神経細胞の細胞種の同定を試みた。その結果、ACC領域のc-Fos

陽性細胞では、GAD67の免疫陽性像は観察されなかったが、in situ hybridization によ

るvGLUT1  mRNAのシグナル陽性像が認められた。GAD67はGABA作動性神経細胞の

マーカーとして知られており、vGLUT1はグルタミン酸作動性神経のマーカーとして

知られている。すなわち本研究の結果から、ACC領域のグルタミン酸作動性神経が、

母親との接触条件下で活性化することが示唆された。ACC領域におけるグルタミン酸

作動性神経の役割については痛覚や記憶を制御することが報告されている（47、48）

。母親選好性の制御におけるACC領域のグルタミン酸作動性神経の役割の詳細は明ら

かではないが、ACC領域のグルタミン酸作動性神経を含む神経ネットワークが母親選

好性の制御に関与している可能性が考えられる。 

本研究では母親との接触条件下で SP 群の ACC 領域においてグルタミン酸作動性神

経細胞が活性化されることに着目し、ACC 領域が母親選好性を制御する分子機構に迫

るため、MP群、NP、SP群における遺伝子発現を解析した。その結果、母親選好性あ

るいは新規雌選好性と相関する遺伝子を見出した。S100a9遺伝子の発現量は母親への

接触時間と負の相関がみられ、反対に新規雌への接触時間とは統計的に有意な正の相

関がみられた。このことから、母親との接触により、ACC 領域で S100a9遺伝子発現

が亢進し、SP 群のような母親に選好性を示さない表現型が出現する可能性が考えられ

た。S100A9は、S100ファミリータンパク質の一種の、カルシウム結合タンパク質で

あり、S100タンパク質は、低分子量（9~14 kDa）の細胞内カルシウム結合タンパク質

として、細胞骨格の調節、細胞の移動と接着、宿主の抗酸化防御を含む重要な細胞経

路を制御している（49） 。S100a9遺伝子を抑制またはノックダウンすると、物体・

空間記憶の改善がみられ、S100a9が記憶の制御に関与することが示唆されている（50、

51）。これまでに ACC 領域での S100a9遺伝子の機能は報告がなく、また本研究でも
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ACC 領域における S100a9遺伝子の機能を解明することはできなかったが、ACC 領域

は認知機能の制御に関与していることの報告を合わせて考えると、ACC 領域における

S100a9遺伝子の発現亢進が、母親に対する認知機能を制御した結果、母親選好性に変

化を生じさせた可能性が考えられる。 

本研究では、新規雌への接触時間と Ptgds 遺伝子発現量に正の相関があることを明

らかにした。Ptgds 遺伝子はプロスタグランジン-D シンターゼをコードしており、プ

ロスタグランジン D2（PGD2）の生成を触媒する。ACC 領域における PGD2の機能は

不明であるが、PGD2あるいは PGD2の受容体である CRTH2は抑うつ行動、社会相互

作用、報酬系などの行動との関連があることが報告されている（52、53、54）。母親

との接触により、SP 群での Ptgds 遺伝子発現が亢進することにより、PGD2が産生さ

れ、CRTH2が活性化されると考えられるが、この経路がどのように母親選好性の制御

に関与しているかは本研究では検討できなかった。今後、Ptgds 遺伝子発現変動と母

親選好性の関連についてさらなる検討が必要である。 

本研究ではさらに Malat1遺伝子発現量と母親への接触時間に正の相関を見出した。

すなわち Malat1が母親選好性を亢進させている可能性が考えられる。Malat1は長鎖ノ

ンコーディング RNA（lncRNA）として知られ、転写制御などに関与する（55）。しか

し、Malat1ノックアウトマウスでは、明瞭な表現型が認められず、その生理機能は不

明な点が多い（56、57）。マウスでは海馬神経のシナプス成熟に関わることを示され

ているが（58） 、ACC 領域における Malat1の機能は明らかではない。今後さらに

ACC 領域における Malat1発現動態を解析し、Malat1と母親選好性との関連について検

討する必要がある。 

 本研究において、バソプレシンの血中濃度と母親に対する接触時間との負の相関を

見出し、新規雌に対する接触時間との正の相関傾向を見出した。この結果から、バソ
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プレシンの血中濃度が高いと母親選好性が低下し、新規雌選好性が亢進することが示

唆される。バソプレッシンはストレス暴露により血中濃度が上昇することが報告され

ている（59、60、61）。ヒトにおいて血中バソプレシン濃度と脳脊髄液内の濃度は正

の相関を示すことから（62）、バソプレシンの血中濃度の上昇は脳内のバソプレシン

濃度の上昇と考えられる。これまでに、脳室内にバソプレシンを投与すると仔マウス

では母親と関連付けさせたにおいに対する探索時間が減少することが示されている

（18）。本研究の結果と考え合わせると、バソプレシンは母親選好性を負に制御して

いると考えられる。一方、本研究ではバソプレシン産生細胞が局在する PVN領域では

母親接触における3群間での c-Fos陽性細胞の密度には差がみられなかった。母親選好

性とバソプレシンとの関連については、PVNの母親選好性への関与を含めてさらに検

討する必要がある。  

本研究では母親選好性の形成機構を明らかにする目的で、母親選好性の形成にスト

レスが影響を及ぼすかを検討した。本研究の検討では、幼児虐待の動物モデルの一つ

である母子分離ストレス負荷群は、コントロール群と比べて母親及び新規雌に対する

接触時間に差はみられなかった。従って、本研究で実施した PND14までの母子分離ス

トレス負荷では PND16時点における母親選好性に影響を及ぼさないと考えられた。過

去の報告では、母子分離ストレスにより社会相互作用の抑制などが報告されている

（63、64）。仔ラットでは PND1-3時点に繰り返し母親から隔離すると母親のにおいが

ついた床敷きに対する選好性が消失するのに対して、PND9-11時点では消失がみられ

なかったことを報告されている（65）。このことから、ストレスを仔に与える時期に

より社会行動の抑制を引き起こす可能性が考えられる。母子分離モデルは、どの程度

の期間分離を行いか、また１日のうちにどれくらいの時間分離するかによって、スト

レス度合いが変化すると考えられている（64、66）。従って、本研究で用いた母子分
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離モデルでは影響が見られなかった可能性もあり、母子分離ストレスの強弱を含め

て、ストレスと母親選好性について今後さらなる研究が必要である。 

同様にストレスと母親選好性形成の関係を検討するため、CRF アンタゴニストの登

用による母親選好性の変動を検討した。しかし、投与群において母親及び新規雌に対

する接触時間の変動は見られなかった。この結果から CRF が母親選好性の制御に関与

していないと考えられる。一方、これまでに CRF により仔マウスの輸送反応が制御さ

れる（7）といった報告があり、CRF が母親選好性に関与していないかは慎重に検討

する必要があり、今後の課題である。 
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第三章 母親選好性と成体期行動との関連 

3-1. 緒言 

ヒトでは幼若期に養育者である親から虐待やネグレクトを受けると、発達後の鬱、

不安障害、心的外傷後ストレス障害などの精神疾患のリスクが亢進することが知られ

ている（67）。げっ歯類でも幼若期のストレス暴露が長期に渡り行動へ影響することが

報告されている。例えば、仔ラットに対して繰り返し母親を剥離すると、成体期にお

いて空間認知学習の習得に障害がみられる（68）。マウスでも幼若期に母親分離などの

ストレスを暴露すると、記憶障害（69）、不安関連行動や攻撃行動が抑制される（83、

82）。さらに母仔分離によるストレスに暴露された仔マウスが成熟し母親になると、仔

舐め行動や毛繕い行動を行う割合が減少する（72）。幼若期のストレス暴露は発達後の

行動とともに、脳神経への影響を引き起こす。幼若期のストレス暴露は発達後の海馬

領域における神経新生や神経細胞数の減少を引き起こすことが示されている（73、

72）。さらに幼若期のストレス暴露は成獣での ACC 領域を含む前頭前野のオリゴデン

ドロサイト前駆細胞の減少も引き起こす（74）。このように、幼若期における母子分離

等のストレスは、発達後の脳神経系の異常を伴う行動異常を誘発する。 

本研究では、第一章において C57BL/6J 系仔マウスの母親選好性について検討し、第

二章において母親選好性を制御する脳領域やホルモン分泌、遺伝子発現について検討

を行った。第一章での検討から、C57BL/6J 系仔マウスの母親選好性は PND16以降、

個体差をもって推移し、次第に母親選好性が減弱していくと考えられる。本研究にお

いては、同様に飼育している環境において先述のような母親選好性の個体差が生じて

いることから、特殊な環境要因により発達期の母親選好性の個体差、すなわち母親選

好性の強弱、が生じているのではなく、一見同様の環境の中にあってもなお、発達期

には個体ごとの母親選好性の差異が生じたと考えられる。上述のように、幼若期の母
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子分離やストレス暴露などが成熟後の行動や脳神経系に影響を与えていることが知ら

れているが、通常環境において生じる母親選好性の個体差が成熟後の行動とどのよう

に関連するかを検討した報告はない。従って、本研究では第三章として、幼若期の母

親選好性が成体期の行動に影響を与えているかを明らかにする目的で、発達期の母親

選好性の差異と成熟後の行動特性との関連を検討した。 
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3-2. 材料および方法 

3-2-1. 動物の飼育 

前述のように、PND16で C57BL/6J マウスの仔（雄：46匹、雌：28匹）に対して母

親選好性テストを行った。その後、PND21または22に離乳を行った。離乳後、雄は単

独飼育を行った（被検体雄）。雌は PND16での母親選好性テストの結果に基づき、前

述の MP 群、NP 群および SP 群に分類し、各群の個体数が偏らないように集団飼育

（2-4匹）を行った（被検体雌）。刺激動物として5週齢の C57BL/6JJmsSlc 系統（雄：

12匹、雌：12匹）と BALB/cCrSlc系統（雄：12匹、雌：12匹）を購入した（三協ラボ

サービス）。床替えは7日に一度行い、水は常に十分量飲水できる状態を保ち、1週間に

1回交換を行った。行動テスト1週間前に被検体雌（PND56-57）、刺激動物の雌および

母親に対して、イソフルランにて深麻酔し、卵巣の摘出を行った。 

 

3-2-2. 行動テスト 

被検体が PND63-75の期間に3日間連続で後述する行動テストを行った。テスト1日

目は高架式十字迷路とオープンフィールドを行い、2日目以降は物体認知、社会認知、

母親選好性テストの3つの行動テストのうち1つを1日1回行った。 

 

3-2-2-1. 高架式十字迷路 

 30×6cm の4本のアーム（オープンアーム；壁がない2本のアーム、クローズドアー

ム； 高さ20cm の壁で囲われている2本のアーム）で構成された実験装置

（SHINFACTORY）を床から50cm の高さに設置した（Fig. 27）。マウスを装置の中心

に置き、実験装置上部に設置したビデオカメラを用いて3分間の行動を記録した。試験

終了ごとに、70％エタノールを用いて実験装置およびワイヤーケージの汚物等を拭き
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取った。行動解析ソフトを用いて各アームに対する滞在時間を計測した。 

 

3-2-2-2. オープンフィールド 

 幅50cm、横50cm、高さ50cm の実験装置（アズワン）を用いた（Fig. 28）。マウス

を装置の中心に置き、実験装置上部に設置したビデオカメラを用いて3分間の行動を記

録した。試験終了ごとに、70％エタノールを用いて実験装置の汚物等を拭き取った。

実験装置の壁から10cm 離れた20cm×20cm の正方形を中央領域とし、その他の領域を

周辺領域とし、各領域に対する滞在時間を行動解析ソフトを用いて計測した。 

 

3-2-2-3. 物体認知テスト 

実験装置（幅65cm、横40cm、高さ20cm）を使用した（Fig. 29A）。2種類の試験物体

ガラス製の錐体（Fig. 29B）、ステンレス製の円錐（Fig. 29C）を2個ずつ用意した。物

体認知テストでは、トレーニング期間とその後の再提示期間を設定した。トレーニン

グ期間では、実験装置の両末端領域（幅20cm、横40cm）の中心に同一物体を導入し、

実験装置の中心にマウスを置き、実験装置上部に設置したビデオカメラを用いて10分

間行動の記録を行った。物体に対してマウスが鼻先を接触していた時間をその物体に

対する探索時間として、行動解析ソフトを用いて物体に対する探索時間を計測した。

トレーニングテスト終了後、マウスを新規ケージに移し1時間を過ごさせた。その後、

再提示期間として、トレーニング期間で探索時間が長かった物体（既知物体）を残存

させ、探索時間が少なかった物体を別の物体（新規物体）に交換し、再び10分間の行

動記録を行った。試験終了ごとに、70％エタノールを用いて実験装置および試験物体

を拭き取った。既知物体および新規物体それぞれに対して、再提示期間の探索時間か

らトレーニング期間の探索時間を差し引いて探索時間の差分を求めた。 
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3-2-2-4. 社会認知テスト 

行動テスト8日前から被検体に対して、1日5分間、計5回、母親選好性テストと同様

のワイヤーケージを実験装置（幅65cm、横40cm、高さ20cm）の各末端領域に導入し

た環境に馴化を行った。テスト8日前から刺激動物または母親に対して、1日5分間、

計5回、ワイヤーケージに導入し、実験装置の各末端領域に置き、実験装置に馴化した。 

2匹の刺激動物（C57BL/6JJmsSlc 系統）をそれぞれ導入したワイヤーケージを実験

装置の両末端領域の中心に置いた。被検体を実験装置の中心に置き、5分間行動観察を

行った。その後、ホームケージと同様の新規ケージに移し5分間過ごさせた。この試行

を1試行として連続4試行を行った。ただし、1-3試行は刺激動物として同一の2個体を

使用し、3試行目では2匹の刺激動物のうち、探索時間が少なかった1個体を

BALB/cCrSlc 系統（新規個体）に取り換えて、他方の個体は既知個体として同様に提

示した。観察は実験装置上部に設置したビデオカメラを用いて記録を行った。各ワイ

ヤーケージに対し鼻先を接触していた時間を行動解析ソフトを用いて計測した。1試行

終了ごとに、70％エタノールを用いて実験装置およびワイヤーケージの汚物等を拭き

取った。 

 

3-2-3. 統計学的解析 

結果は平均値±標準誤差もしくは一個体ごとの値で表した。データの統計は

GraphPad Prism8を用いて対応のある t検定、one-way ANOVA、two-way ANOVAある

いはピアソンの積率相関係数を用いて検討を行い、p<0.05の場合を統計的有意とした。 
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3-3. 結果 

3-3-1. 高架式十字迷路 

 雄のオープンアームおよびクローズドアームにおける滞在時間を PND16で実施した

母親選好性の結果に基づいて分類した MP 群、NP 群および SP 群間で比較した。MP

群ではクローズドアームの滞在時間がオープンアームの滞在時間に比べ有意に長かっ

たが（F（2、43）＝3.4；p＝0.015、Open vs Close）、NP 群および SP 群では、オー

プンアームおよびクローズドアームの滞在時間に有意な差は認められなかった。また、

MP 群に比べ SP 群のクローズドアームの滞在時間が有意に減少した（p＝0.042、MP 

vs SP、Fig. 30A）。3群を通じて、クローズドアームまたはオープンアームの滞在時間

と PND16に行った母親選好性テストの結果の相関性を検討したところ、オープンアー

ム滞在時間と母親接触率に相関はみられなかった（Fig. 30B）。一方、クローズドアー

ムの滞在時間と母親接触率は統計的に有意な正の相関を示した（r2＝0.18、p＝0.0035、

Fig. 30C）。 

同様に、雌のオープンアームおよびクローズドアームにおける滞在時間を PND16で

実施した母親選好性の結果に基づいて分類した3群間で比較した。各群内におけるオー

プンアームおよびクローズドアームの滞在時間に有意な差はみられなかった。各群間

においてオープンアームおよびクローズドアームの滞在時間に有意な差はなかった。

（Fig. 31A）。またオープンアームおよびクローズドアームの滞在時間と PND16の母親

接触率について相関はみられなかった（Fig. 31B、C）。 

 

3-3-2. オープンフィールドテスト 

 中央領域と周辺領域の滞在時間を PND16で実施した母親選好性の結果に基づいて分

類した3群間で比較した。雄では3群ともに周辺領域よりも中心領域の滞在時間が有意
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に短かった（F（1、21）＝3036； MP；p<0.0001、NP; p<0.0001、SP; p<0.0001、

Fig. 32A）。一方、中央領域および周辺領域の滞在時間に各群間での差はみられなかっ

た。周辺領域および中央領域の滞在時間と母親接触率の相関を検討したところ、いず

れも相関はみられなかった（Fig. 32B、C）。 

 雌でもすべての群で周辺領域よりも中央領域の滞在時間が有意に短かった（F（1、

25）＝20.66； MP；p<0.0001、NP; p<0.0001、SP; p<0.0001、Fig. 33A）。しかし、

中央領域および周辺領域の滞在時間に各群間での差はみられなかった。周辺領域およ

び中央領域の滞在時間と母親接触率の相関を検討したところ、いずれも相関はみられ

なかった（Fig. 33B、C）。 

 

3-3-3. 物体認知テスト 

 雄では MP 群で既知物体に比べ新規物体に対する探索時間が有意に長かった（F（1、

36）＝17.3；p＝0.0009）。NP群と SP群では既知物体と新規物体に対する探索時間に

統計的に有意な差は見られなかった（Fig. 34A）。PND16で実施した母親選好性の結果

から得られた母親接触率と既知物体に対する探索時間には相関は見られなかった（Fig. 

35B）が、母親接触率と新規物体に対する探索時間とは統計的に有意な正の相関がみ

られた（r2＝0.18、P＝0.013、Fig. 34C）。 

 雌ではすべての群で既知および新規物体に対する探索時間には統計的な差はみられ

なかった（Fig. 35A）。PND16で実施した母親選好性の結果から得られた母親接触率と

既知物体および新規物体に対する探索時間には相関は見られなかった（Fig. 35B、C）。 

 

3-3-4. 社会認知テスト 

雄ではすべての群で、既知個体よりも新規個体に対する探索時間が有意に長かった
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（F（1、21）＝43.72； MP；p＝0.0002、NP; p＝0.039、SP; p＝0.0003、Fig. 36A）。

PND16で実施した母親選好性の結果から得られた母親接触率と既知個体および新規個

体に対する探索時間には相関は見られなかった（Fig. 36B、C）。 

雌では MP群、NP 群において既知個体よりも新規個体に対する探索時間が有意に長

い（F（1、25）＝20.66； MP；p＝0.027、NP; p＝0.038）ことが観察されたが、SP

群では新規個体に対する既知個体および新規個体の探索時間に差が認められなかった

（SP; p＝0.070、Fig. 37A）。PND16で実施した母親選好性の結果から得られた母親接

触率と既知個体および新規個体に対する探索時間には相関は見られなかった（Fig. 

37B、C）。 
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3-4. 考察 

マウスでは母親より受けた養育やストレスが成熟後の痛覚反応の抑制、不安関連行動

の減少、記憶の抑制などに影響を及ぼすことが報告されている（69、71、72、75、

76） 。本研究では PND16の母親選好性テストの結果をもとに母親接触率の差異によ

り仔マウスを3群に分け、成熟後の不安関連行動、物体認知、社会認知の行動と母親接

触率に関連があるか検討を行った。 

 高架式十字迷路試験は、マウスが有する新規環境探索傾向と、明るく開けた場所を

忌避する嫌悪特性間の生得的な葛藤に基づく課題であり、不安関連行動を測定する試

験として汎用されている。一般的に、マウスを用いて検討を行うと、クローズドアー

ムへの滞在時間が長く、オープンアームの滞在時間が短いことが知られている（87）。

本研究により、雄では母親接触率の高い MP 群において、クローズドアームの滞在時

間がオープンアームの滞在時間に比べ有意に長いことが観察された。一方、NP 群およ

びSP群では、上記有意差は観察されなかった。上記結果は、MP群、すなわちPND16

の時点で母親接触率が80％以上だった個体では、一般的に観察される程度の不安傾向

を示すのに対し、母親選好性が80％未満だった個体では、不安傾向が減弱しているこ

とを示唆する。本研究では、クローズドアームの滞在時間が母親接触率と正の相関を

示すことも見出した。すなわち、幼若期に母親選好性が高い個体は、成熟後に不安傾

向が高いことが示唆される。これらの結果から、幼若期の母親選好性が発達後の不安

傾向に影響を及ぼしている可能性が考えられる。第二章で述べたように、ACC 領域の

神経細胞の活性化が母親選好性に関連している可能性がある。これまでに、不安関連

行動がACCの神経活動の減少と関連し（78）、不安障害の患者では fMRIにおけるACC

の鈍化が報告されている（79）。本研究の PND19での検討から、MP 群では、NP 群と

SP 群と比較して ACC 領域の神経活動が低いことが示唆された。これらの結果から、
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発達後にも母親選好性の差異による ACC 領域の神経活動の差が継続されており、その

ため幼若期の母親選好性が発達後の不安関連行動に影響を及ぼしている可能性が考え

られる。しかし、本研究では、幼若期の ACC 領域の活性化の差異が発達後まで継続し

ているかの検討は行えなかった。今後、ACC 領域の母親選好性および不安関連行動へ

の関与を幼若期から成体期まで検討し、母親選好性と不安関連行動の関連をさらに検

討する必要がある。一方、雌ではいずれの群においても、クローズドアームの滞在時

間とオープンアームの滞在時間に有意な差は認められなかった。上述のように、高架

式十字迷路では、一般的にクローズドアームへの滞在時間が長く、オープンアームの

滞在時間が短いことが知られている。雌を用いた検討においては、発情周期が不安関

連行動に影響を及ぼすことが散見される。本研究では、発情周期の影響を排除するた

めに、行動試験前に卵巣除去を行っている。従って、本結果への発情周期の影響はな

いと考えられるが、MP群においても雄で観察されたような、クローズドアームの滞在

時間がオープンアームの滞在時間に比べ長い表現型は観察されなかった。同様に、オ

ープンアームあるいはクローズドアームの滞在時間と PND16時点での母親接触率との

相関は見いだせなかった。従って、本研究において雌における不安関連行動が検出で

きているかを含め、雌の母親選好性と不安関連行動の関連については、さらなる検討

が必要である。 

オープンフィールドテストは1934年に Hall により考案され、高架式十字迷路試験と

同様に新規環境下における探索傾向と開けた場所に対する嫌悪特性間の葛藤に基づく

課題であり、自発運動活性及び不安関連行動を測定する試験として汎用されている。

オープンフィールドテストではマウスを用いて検討を行うと、装置の壁に接近行動を

示し、中央領域における滞在時間が少なくなることが知られている（80）。本研究の検

討では、雄と雌において MP 群、NP 群および SP 群の3群とも中央領域よりも周辺領
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域の滞在時間が有意に長かった。この結果は雄の NP群および SP群において不安傾向

が減弱していることを示唆した高架式十字迷路の結果を支持していない。過去の報告

でもストレス暴露されたマウスは発達後では高架式十字迷路でのオープンアームの探

索時間が増加するのに対して、オープンフィールドテストでは中央領域における滞在

時間には差がみられていない（71）ことや、抗不安薬であるトリアゾロベンゾジアゼ

ピンを投与しても、オープンフィールドテストにおける不安関連行動には反応が低い

ことが報告されており（81）、これらの知見と本研究結果を合わせると、オープンフィ

ールドテストは高架式十字迷路に比べ、不安傾向の減弱に対する感度が低い可能性が

ある。不安傾向を測定する行動試験はほかにもいくつか知られており、引き続き幼若

期の母親選好性と成熟後の不安関連行動については多面的に検討していく必要がある。 

物体認知テストはマウスが既知物体と新規物体を識別し、既知物体に比べ新規物体

に対してより選択的に探索する特性を利用した試験として知られている（82）。本研究

により雄では幼若期の母親接触率が高い MP 群において既知物体よりも新規物体に対

する探索時間が有意に長いことが観察された。対して、NP 群と SP 群では新規、既知

物体に対する探索時間の差は観察できなかった。上記の結果は幼若期の母親接触率が

高い個体では物体認知は正常を示すのに対し、母親接触率が80%未満の個体は物体認

知機能が低下していることを示唆する。本研究では、新規物体に対する探索時間が母

親接触率と正の相関を示すことも見出した。これらの結果から幼若期の母親選好性が

低い個体は、成熟後の物体認知機能が低い可能性がある。これまでに幼若期にストレ

スを暴露された仔は成熟後の認知機能が抑制されることが報告されている（68、72、

83） 。また第二章で述べたように、ACC領域の神経細胞の活性化は母親選好性を抑制

する可能性がある。げっ歯類や霊長類において新規物体に比べ既知物体に接触すると

ACC 領域の神経細胞の活性が増加することが報告されている（84、85、86）。電気生
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理学的手法からもラットが既知の物体あるいは空間に暴露されると ACC 領域の神経細

胞が発火することが報告されている（87）。本研究の検討から、幼若期の母親との接触

は ACC 領域の活性化を誘導し、S1009遺伝子の発現の亢進を引き起こし、母親選好性

を抑制することが示唆される。アルツハイマー病モデルマウスで S100a9遺伝子ノック

ダウンすることにより認知機能の改善がみられ（51）、敗血症モデルマウスに S100a9

の阻害剤を投与すると学習障害が改善されることが報告されている（51）。これらの知

見を合わせると、母親選好性が低いNP群と SP群は ACC領域におけるS100a9遺伝子

の発現量が高く、物体認知機能に影響を及ぼしている可能性が考えられる。しかし、

本研究では発達後の ACC 領域における S100a9遺伝子発現の検討は行えていない。今

後は母親選好性と幼若期から成体期における ACC 領域における S100a9遺伝子の発現

量が認知機能に及ぼす影響についてさらに検討する必要がある。 

一方で、雌ではいずれの群において新規、既知に対する探索時間に有意な差は認め

られなかった。一般的には、物体認知テストでは既知物体よりも新規物体に対する探

索時間が増加することが知られている。また物体認知では、雄よりも雌の方が新規物

体と既知物体を識別できりことが知られている（88）。認知記憶の向上には海馬におけ

るエストロゲンが関連することから（89、90）、エストロゲン量が多い雌の方が雄よ

りも物体認知機能が高くなると考えられる。過去の報告では、卵巣除去により認知機

能が抑制され、エストロゲンを投与すると認知機能が亢進することが報告されている

（91、92）。これらを考えると、本研究結果において、雌のMP群においても新規物体

と既知物体との探索時間に差がみられなかった原因として、卵巣除去の影響が考えら

れる。本研究で用いた方法によって、雌の物体認知機能が検出できなかった可能性を

含め、雌の母親選好性と物体認知機能との関連についてはさらなる検討が必要である。 

 社会認知テストは物体認知テストと同様にマウスが既知個体よりも新規個体に対し
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て選択的に探査行動を行う行動特性を利用した試験として知られている（93）。本研究

により、雄では MP 群、NP 群および SP 群ともに既知個体に比べて新規個体に対する

探索時間が有意に長いことが観察された。従って、PND16時点における母親選好性は

成体期における社会認知機能とは関連しないと考えられる。一方で、雌では MP 群と

NP 群では既知個体と比較して新規個体に対する探索時間が有意に長いのに対して、

SP 群では新規個体に対する探索時間と既知個体に対する探索時間に統計的に有意な差

は観察されなかった。このことはSP群において、発達後の認知機能が低下しているこ

とを示唆する。第二章で述べたように、BNST 領域の神経細胞の活性化が母親選好性

を抑制する可能性がある。BNST 領域の神経細胞の活性化は、社会的相互作用を抑制

することが知られている（30、94）。従って、雌では母親選好性と関連する BNST 領

域の神経活動の違いが発達後も維持され、個体認知機能に影響を及ぼしている可能性

が考えられる。しかし、本研究では BNST 領域の活性化の差異が発達まで継続してい

るかの検討は行えなかった。今後、BNST 領域の母親選好性および社会認知機能への

関与を幼若期から成体期まで検討し、母親選好性と社会認知機能の関連をさらに検討

する必要がある。 
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第四章 総括 

 

哺乳類の仔において母親との関係が生存するために重要であり、様々な動物種で母

親と他個体を識別し、選好性を示すことが知られている。本研究では母親選好性にお

ける生理的機序を解明することを目的として、C57BL/6j 系統マウスを用いて母親選好

性とその形成の生理的機序および成熟後の行動特性について多面的な解析を試みた。 

本研究の検討から、PND16の仔マウスには母親及び新規雌に対する選好性に個体ご

との違いがあることが明らかになった。さらに母親選好性の強弱を制御する分子とし

てバソプレシンの可能性を見出し、ACC 領域および BNST 領域の活性化および ACC

領域における S100a9、Malat1、Ptgds 遺伝子発現量が母親選好性を制御している可能

性を見出した。本研究から幼若期の母親選好性は成熟後の雄では不安傾向や物体認知

機能に、雌では社会認知機能と関連がづけられる可能性も見出された。 

本研究の成果は、個体間認知の一つの表現型として、未解明の部分の多い母親選好

性の形成機構の一端に迫るものである。 
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Fig. 1. 母親選好性テスト

末端領域（20cm×40cm）と中央領域（20cm×40cm）からなる実験装置（A）。ワイヤーケージ

内の母親または新規雌への仔マウスの接触（B）。
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Fig. 2. 各発達段階における母親/新規雌への接触時間のZ-スコア

発達段階ごとに母親に対する接触時間をz-スコアとして比較した（A）。発達段階ごとに新規雌に

対する接触時間をz-スコアとして比較した（B）。各群のz-スコアは平均±標準誤差で示した。*;

p< 0.05 vs PND14
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Fig. 3. PND16時点における母親選好性

母親と新規雌への接触時間（A）。雄における母親と新規雌に対する接触時間（B）。雌における

母親と新規雌に対する接触時間（C）。各群の滞在時間は平均±標準誤差で示した。
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Fig. 4. PND16での各個体の母親/新規雌への接触時間と体重および兄弟数と母親/新規雌への接

触時間との関係

PND16での個体ごとの母親接触時間（A）と新規雌接触時間（B）。体重と母親接触時間との相関

（C）。 体重と新規雌接触時間との相関（D）。兄弟数と母親接触時間（E）。兄弟数と新規雌接

触時間（F）。各群の接触時間は平均±標準誤差で示した



Fig. 5. PND16での雄の個体、体重、兄弟数における母親および新規雌への接触時間

PND16での雄の個体ごとの母親接触時間（A）と新規雌接触時間（B）。体重と母親接触時間との

相関（C）。 体重と新規雌接触時間との相関（D）。兄弟数と母親接触時間（E）。兄弟数と新規

雌接触時間（F）。各群の接触時間は平均±標準誤差で示した。各群の接触時間は平均±標準誤差

で示した。*; p< 0.05 vs Litter size 8
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Fig. 6. PND16での雌の個体、体重、兄弟数における母親および新規雌への接触時間

PND16での雌の個体ごとの母親接触時間（A）と新規雌接触時間（B）。体重と母親接触時間との

相関（C）。 体重と新規雌接触時間との相関（D）。兄弟数と母親接触時間（E）。兄弟数と新規

雌接触時間（F）。各群の接触時間は平均±標準誤差で示した。各群の接触時間は平均±標準誤差

で示した。



Fig. 7. 母仔分離実験

母子分離に用いたプラスチック製の区画分けされたケース（A）。1区画に１匹の仔マウスを置き、

1日3時間、計14日間、母親からの隔離を行った。母子分離中はヒーター上にて体温を維持（B）。
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Fig. 8. 母親への接触率

個体ごとの母親接触率（A）。母親接触率が80％以上をMP群、80％未満20％以上をNP群、20％

未満をNP群とした各群の母親接触率。 *; p< 0.05 vs 50%チャンスレベル（B）。各群の占める割

合（C）。接触率は平均±標準誤差で示した。
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Fig. 9. 母親接触時におけるACCの活性化

ACC領域（A）。ACC領域のc-Fos陽性細胞（B）。母親提示なし（MP=9匹、NP群=7匹、SP群=7

匹）（C）。母親提示あり（MP=7匹、NP群=5匹、SP群=6匹）（D）。各群のc-Fos陽性細胞の密

度は平均±標準誤差で示した。 *; p< 0.05 vs MP 、 LV: 側脳室、 aca: 前交連. BNST: 分界条床核、

スケールバー:100μm
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Fig. 10. 母親接触時におけるACCの活性化と母親および新規雌との接触時間

母親提示なしの条件下でのACC領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（A）。母親提示あり

の条件下でのACC領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（B）。母親提示なしの条件下での

ACC領域のc-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（C）。 母親提示ありの条件下でのACC領域の

c-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（D）。
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Fig. 11. 母親接触時におけるBNSTの活性化

BNST領域（A）。BNST領域のc-Fos陽性細胞（B）。母親提示なし（ MP=7匹、NP群=8匹、SP

群=5匹）（C）。母親提示あり（ MP=7匹、NP群=4匹、SP群=7匹）（D）。各群のc-Fos陽性細

胞の密度は平均±標準誤差で示した。各群のc-Fos陽性細胞の密度は平均±標準誤差で示した。 *;

p< 0.05 vs MP、LV:側脳室、 aca:前交連. BNST:分界条床核、スケールバー:100μm
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Fig. 12. 母親接触時におけるBNSTの活性化と母親および新規雌との接触時間

母親提示なしの条件下でのBNST領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（A）。母親提示あ

りの条件下でのBNST領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（B）。母親提示なしの条件下

でのBNST領域のc-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（C）。 母親提示ありの条件下での

BNST領域のc-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（D）。
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Fig. 13. 母親接触時におけるPVNの活性化

PVN領域（A）。PVN領域のc-Fos陽性細胞（B）。母親提示なし（MP=4匹、NP群=3匹、SP群=4

匹）（C）。母親提示あり（ MP=7匹、NP群=4匹、SP群=3匹）（D）。各群のc-Fos陽性細胞の

密度は平均±標準誤差で示した。各群のc-Fos陽性細胞の密度は平均±標準誤差で示した。3V:第3

脳室、 PVN:室傍核、スケールバー:100μm
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Fig. 14. 母親接触時におけるPVNの活性化と母親および新規雌との接触時間

母親提示なしの条件下でのPVN領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（A）。母親提示あり

の条件下でのPVN領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（B）。母親提示なしの条件下での

PVN領域のc-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（C）。 母親提示ありの条件下でのPVN領域の

c-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（D）。
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Fig. 15. 母親接触時におけるBLAの活性化

BLA領域（A）。BLA領域のc-Fos陽性細胞（B）。母親提示なし（ MP=3匹、NP群=3匹、SP群=3

匹）（C）。母親提示あり（ MP=6匹、NP群=4匹、SP群=4匹）（D）。各群のc-Fos陽性細胞の

密度は平均±標準誤差で示した。各群のc-Fos陽性細胞の密度は平均±標準誤差で示した。BLA:

扁桃体基底核、La:扁桃体外側基底核、CeA:扁桃体中心核、スケールバー:100μm
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Fig. 16. 母親接触時におけるBLAの活性化と母親および新規雌との接触時間

母親提示なしの条件下でのBLA領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（A）。母親提示あり

の条件下でのBLA領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（B）。母親提示なしの条件下での

BLA領域のc-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（C）。 母親提示ありの条件下でのBLA領域の

c-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（D）。
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Fig. 17. 母親接触時におけるCA2の活性化

CA2領域（A）。CA2領域のc-Fos陽性細胞（B）。母親提示なし（ MP=3匹、NP群=3匹、SP群=3

匹）（C）。母親提示あり（ MP=6匹、NP群=4匹、SP群=4匹）（D）。各群のc-Fos陽性細胞の

密度は平均±標準誤差で示した。DG:歯状回、スケールバー:100μm
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Fig. 18. 母親接触時におけるCA2の活性化と母親および新規雌との接触時間

母親提示なしの条件下でのCA2領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（A）。母親提示あり

の条件下でのCA2領域のc-Fos陽性細胞の密度と母親接触時間（B）。母親提示なしの条件下での

CA2領域のc-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（C）。 母親提示ありの条件下でのCA2領域の

c-Fos陽性細胞の密度と新規雌接触時間（D）。



Fig. 19. ACCにおける抗c-Fos抗体と抗GAD67抗体による免疫二重染色

ACCにおけるネガティブコントロール（左）。 ACCにおける抗c-Fos抗体（赤）と抗GAD67抗体

（緑）の二重染色（右）。白の矢印; c-Fos陽性細胞、オレンジの矢印; GAD67陽性細胞、スケー

ルバー:50μm



Fig. 20. ACCにおけるvGLUT1と抗c-Fos抗体による二重染色

ACCにおけるネガティブコントロール（左）。 ACCにおけるvGLUT1（青）と抗c-Fos（茶色）の

二重染色。黒の矢印；vGlut1と抗c-Fos抗体の共局在、スケールバー:50μm
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Fig. 21. RT-PCRによる遺伝子発現量と母親との接触時間

RT-PCRによるAcsm4（A）、Anks4b（B）、Apol7c（C）、Bglap3（D）、Ccdc88a（E）、

Cdon（F）、Ces（G）、Csf3（H）、Dnah3（I）、Dnah8（J）、Erc1（K）、Fhl3（L）、Hc

（M）、Ifit1（N）、Ifit3（O）、Itgb7（P）、Klhl42（Q）、Malat1（R）、Mmp13（S）、Myl2

（T）、Olfr698（U）、Olfr1129（W）、Oxtr（X）、Ptgds（Y）、Rtel1（Z）、S100a9（AA）、

Slc36a2（AB）、Sprr1b（AC）、Vmn1r179（AD）遺伝子発現量とPND16に行った母親選好性テ

ストにおける母親に対する接触時間。
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Fig. 22. RT-PCRによる遺伝子発現量と新規雌との接触時間

RT-PCRによるAcsm4（A）、Anks4b（B）、Apol7c（C）、Bglap3（D）、Ccdc88a（E）、

Cdon（F）、Ces（G）、Csf3（H）、Dnah3（I）、Dnah8（J）、Erc1（K）、Fhl3（L）、Hc

（M）、Ifit1（N）、Ifit3（O）、Itgb7（P）、Klhl42（Q）、Malat1（R）、Mmp13（S）、Myl2

（T）、Olfr698（U）、Olfr1129（W）、Oxtr（X）、Ptgds（Y）、Rtel1（Z）、S100a9（AA）、

Slc36a2（AB）、Sprr1b（AC）、Vmn1r179（AD）遺伝子発現量とPND16に行った母親選好性テ

ストにおける新規雌に対する接触時間。
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Fig. 23. PND16のオキシトシン血中濃度と母親/新規雌との接触時間

血中オキシトシン濃度と母親接触時間（A）。血中オキシトシン濃度と新規雌への接触時間（B）。
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Fig. 24. PND16のバソプレシン血中濃度と母親および新規雌との接触時間

血中バソプレシン濃度と母親接触時間（A）。血中バソプレシン濃度と新規雌への接触時間（B）。



Fig. 25. 母仔分離によるPND16での母親選好性への影響

コントロール（Control）群と母子分離（Separate）群の母親および新規雌への接触時間。各群の

接触時間は平均±標準誤差で示した。



Fig. 26. CRFアンタゴニストの投与によるPND16での母親選好性テストの影響

コントロール（Control）群とCRFアンタゴニスト投与（Antagonist）群の母親および新規雌への

接触時間。各群の接触時間は平均±標準誤差で示した。



Fig. 27. 高架式十字迷路

30×6cmの4本のアーム（オープンアーム；壁がない2本のアーム、クローズドアーム； 高さ

20cmの壁で囲われている2本のアーム）で構成された実験装置。



Fig. 28. オープンフィールドテスト

幅50cm、横50cm、高さ50cmからなる実験装置。
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Fig. 29. 物体認知テスト

2つの末端領域（20cm×40cm）と中央領域（20cm×40cm）からなる実験装置（A）。ガラス製

の錐体の物体（5cm×22.5m）（B）。ステンレス製の円錐の物体（4.5cm×13.5cm）（C）。



Fig. 30. 雄の高架式十字迷路

MP群、NP群とSP群のオープンアーム（open arm）（A）およびクローズドアーム（closed

arm）（B）の滞在時間。PND16での母親接触率とopen arm（C）およびclosed arm（D）滞在時

間。各群の滞在時間は平均±標準誤差で示した。 *; p< 0.05 open arm vs closed arm、 MP vs SP
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Fig. 31. 雌の高架式十字迷路

MP群、NP群とSP群のopen arm（A）およびclosed arm（B）の滞在時間。PND16での母親接触

率とopen arm（C）およびclosed arm（D）滞在時間。各群の滞在時間は平均±標準誤差で示した。
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Fig. 32. 雄のオープンフィールドテスト

MP群、NP群とSP群の周辺（around）領域と中央（ center ）領域の滞在時間（A）。 PND16で

の母親接触率とaround領域（B）およびcenter領域（C）の滞在時間。各群の滞在時間は平均±標

準誤差で示した。 *; p< 0.05 around領域 vs center領域
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Fig. 33. 雌のオープンフィールドテスト

MP群、NP群とSP群のaround領域とcenter領域の滞在時間（A）。 PND16での母親接触率と

around領域（B）およびcenter領域（C）の滞在時間。各群の滞在時間は平均±標準誤差で示した。
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Fig. 34. 雄の物体認知テスト

MP群、NP群とSP群の既知（novel）物体、新規（familiar）物体に対する探索時間の差分（A）。

PND16での母親接触率とnovel物体（B）およびfamiliar物体（C）に対する探索時間。各群の探索

時間の差分は平均±標準誤差で示した。 *; p< 0.05 novel物体 vs familiar物体



Fig. 35. 雌の物体認知テスト

MP群、NP群とSP群のnovel物体、familiar物体に対する探索時間の差分（A）。PND16での母親接

触率とnovel物体（B）およびfamiliar物体（C）に対する探索時間。各群の探索時間の差分は平均

±標準誤差で示した。
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Fig. 36. 雄の社会認知テスト

MP群、NP群とSP群の既知（novel）個体、新規（familiar）個体に対する探索時間既知（A）。

PND16での母親接触率とnovel個体（B）およびfamiliar個体（C）に対する探索時間。各群の個体

に対する探索時間は平均±標準誤差で示した。 *; p< 0.05 novel個体 vs familiar個体



Fig. 37. 雌の社会認知テスト

MP群、NP群とSP群のnovel個体、familiar個体に対する探索時間既知（A）。PND16での母親接触

率とnovel個体（B）およびfamiliar個体（C）に対する探索時間。各群の個体に対する探索時間は

平均±標準誤差で示した。 *; p< 0.05 novel個体 vs familiar個体

* * p=0.07
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番号 Gene name Primer Forward Reverse 

1 Acsm4 acyl-CoA synthetase medium-chain family member 4 TGATTCTGCCCCGTATCCCT CAATGCACTTGGCCTTGGATG

2 Adora2a adenosine A2a receptor TCGCCCTTCCAGAGACAGTT TGCAGGCGACTTCGAAACCA

3 Anks4b ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 4B AGGCCTGTGATGGAAGTGTTC TAGACCCGGACGGTTGAGAA

4 Apol7c apolipoprotein L 7c TTCCTGGTACCTTTTCCTCCTGTAG AGGTGTCAGGCAGAGGACTTAAT

5 Bach1 BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1 CAGAACAGGGCTACTCGCAA TTGAGCAGCCTTCGGAACTC

6 Bglap3 bone gamma-carboxyglutamate protein 3 CTTGACCCTGCTTGTGACGA GGGCAGCACAGGTCCTAAAT

7 Ccdc88a coiled coil domain containing 88A TCACTCCATGAAGTCAAAGCAGG ACTGCTACCACTGCTAGACCA

8 Cdon cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes TCCTTAGGTCCAAACCCCGA GAGCCAGCTTGGGACATGAT

9 Ces2a carboxylesterase 2A CCCCAATGTCCAAAGGACTCT ATCTTGAAGACCTTGTAGACCACC

10 Csf3 colony stimulating factor 3 (granulocyte) GTTGCAGGGTTTCCTGTCCT AATCCAGTCAATTCCGGGGC

11 Dnah3 dynein, axonemal, heavy chain 3 GACTTTGGCGGGTACCATCA CTTGGGCCTTGGGTTACGAT

12 Dnajb8 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member B8 AGGTGACCACCAAGCGAATC TACTGACCGGAGCTGTCCAT

13 Erc1 ELKS/RAB6-interacting/CAST family member 1 TGAATCCAGCAAGGCCCAAA CACTTGCCTTGAGGTGAGACTT

14 Fhl3 four and a half LIM domains 3 GGCCAAGGCTTTGTACCAGA AGGCGCCAAAGTCTTGAACT

15 Hc hemolytic complement CCCATGGGTTTATGCCGCTA AGGTTTGTTCCTGTCCCCAAG

16 Hsd17b13 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 13 TTGAGGAAACCGCGGACAAA TGTAAATCTCGGCCCGGTTG

17 Ifit1 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 GCTATGTCATTCGCTATGCAGC GCTTGTAGCAGAGCCCTTTTTG

18 Ifit3 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 ATTTCTGAACTGCTCAGCCCAC TTCCCGGTTGACCTCACTCA

19 Itgb7 integrin beta 7 ACACCCGTGCCATCATACTG GCTTCCAGTTGAGTTGCTGC

20 Malat1 metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (non-coding RNA) TTTTGAGGGCTGACTGCCAA GGTTGTGCTGGCTCTACCAT

21 Mmp13 matrix metallopeptidase 13 CCCAACCCTAAGCATCCCAAA AGTTTCTCCTCGGAGACTGGT

22 Myl2 myosin, light polypeptide 2, regulatory, cardiac, slow GGGACACATTTGCTGCCCTA CATCGTGAGGAACACGGTGA

23 Klhl42 kelch-like 42 GGAATGCTACAATCCCGAGCA AGAGAACTCAGCCAGAGGGTT

24 Oasl1 2'-5' oligoadenylate synthetase-like 1 ATGCTCCCAAGCTTCTCTCTTC CTGCCATGGCTCCTCCTTTT

25 Olfr698 olfactory receptor 698 GGCAGGAAGAAAGCCCTTGT TTTGGGGCTGTGAAAGGGAC

26 Olfr740 olfactory receptor 740 CTTCATTCTCTTGGGCTTCCCCTG TGATCCCAGCATACTGCAAAGATG

27 Olfr1129 olfactory receptor 1129 GCTTGGAGCCACTGAGTGTT CCAAAGGATAGTGCAGAGGGTT

28 Oxtr oxytocin receptor CCGCACAGTGAAGATGACCT AAGCTTCTTTGGGCGCATTG

29 Rtel1 regulator of telomere elongation helicase 1 TGCTCACTTAGACCTCCTGCAACA GACACAGTCTAGAGGCCTGGAGTT

30 Ptgds prostaglandin D2 synthase (brain) GCTCCTTCTGCCCAGTTTTCCT AACCCATCCACAGCATGCGA

31 Sipa1l2 signal-induced proliferation-associated 1 like 2 GAACCTTTCGGCTTTGCCTG ACAGTCACAGATGTCCGCAG

32 Slc36a2 solute carrier family 36 (proton/amino acid symporter), member 2 ACGGGTCATCTCCTGAGTCTT GGGTGGAAGCCATCATCGAA

33 Sprr1b small proline-rich protein 1B GCCCTAATATCACAGTCCCACTTC TCAGCTACCAAGTTCTCGGGT

34 S100a9 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) TGACTCTTTAGCCTTGAAGAGCAAG ATGGTGGTTATGCTGCGCTC

35 Vmn1r179 vomeronasal 1 receptor 179 AGCCCTCTCTATGTGTACGCT GCCACAGTTCCAACACCAAAC

表.1. RT-PCRに用いた35プライマー配列



NO Gene name ration 

1 hemolytic complement 7.51

2 high mobility group nucleosomal binding domain 1 5.29

3 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member B8 5.04

4 kelch-like 42 4.83

5 ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 4B 4.76

6 receptor (calcitonin) activity modifying protein 2 4.69

7 dynein, axonemal, heavy chain 3 4.60

8 cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes 4.51

9 myosin, light polypeptide 2, regulatory, cardiac, slow 4.46

10 four and a half LIM domains 3 4.35

11 solute carrier family 36 (proton/amino acid symporter), member 2 4.27

12 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 13 4.20

13 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 2 4.00

14 chemokine (C-C motif) ligand 20 4.00

15 predicted gene 12758 3.97

16 nephrosis 2, podocin 3.94

17 uroplakin 3B 3.92

18 alanyl-tRNA synthetase 3.89

19 Lilra6 3.73

20 integrin beta 7 3.72

NP/MP: UP

表.2. MP群と比較し、NP群において遺伝子の発現上昇がみられた上位20遺伝子



NO Gene name ration 

1 small proline-rich protein 1B 7.53

2 bone gamma-carboxyglutamate protein 3 6.73

3 olfactory receptor 698 5.43

4 matrix metallopeptidase 13 4.79

5 prostaglandin D2 synthase (brain) 4.76

6 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) 4.74

7 myosin 1H 4.41

8 colony stimulating factor 3 (granulocyte) 4.24

9 regulator of telomere elongation helicase 1 4.22

10 integrin beta 7 4.16

11 cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes 4.04

12 zinc finger protein 185 3.86

13 UDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase 2 3.84

14 four and a half LIM domains 3 3.80

15 dystrophin, muscular dystrophy 3.64

16 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 3 3.63

17 lipocalin 5 3.60

18 protease, serine 51 3.59

19 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 5 3.58

20 seminal vesicle antigen-like 1 3.58

SP/MP: UP

表.3. MP群と比較し、SP群において遺伝子の発現上昇がみられた上位20遺伝子



表.4. MP群と比較し、NP群において遺伝子の発現減少がみられた9遺伝子

NO Gene name ration 

1 olfactory receptor 1129 0.13

2 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 0.21

3 ELKS/RAB6-interacting/CAST family member 1 0.34

4 apolipoprotein L 7c 0.37

5 coiled coil domain containing 88A 0.40

6 expressed sequence AI607873 0.41

7 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 0.44

8 signal-induced proliferation-associated 1 like 2 0.47

9 metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (non-coding RNA) 0.47

NP/MP: DOWN



表.5. MP群と比較し、SP群において遺伝子の発現減少がみられた14遺伝子

NO Gene name ration 

1 olfactory receptor 1129 0.10

2 expressed sequence AI607873 0.25

3 vomeronasal 1 receptor 179 0.33

4 metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (non-coding RNA) 0.34

5 acyl-CoA synthetase medium-chain family member 4 0.34

6 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 0.37

7 carboxylesterase 2A 0.37

8 coiled coil domain containing 88A 0.37

9 predicted gene, 39695 0.42

10 2'-5' oligoadenylate synthetase-like 1 0.43

11 BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1 0.45

12 olfactory receptor 740 0.47

13 apolipoprotein L 7c 0.48

SP/MP: DOWN



NO Gene name ration 

1 bone gamma-carboxyglutamate protein 3 6.25

2 small proline-rich protein 1B 3.52

3 colony stimulating factor 3 (granulocyte) 3.08

4 retinal pigment epithelium derived rhodopsin homolog 2.85

5 olfactory receptor 1087 2.67

6 tumor rejection antigen P1A 2.67

7 phosphodiesterase 7B 2.59

8 cytoskeleton associated protein 5 2.50

9 matrix metallopeptidase 9 2.50

10 myosin 1H 2.43

11 olfactory receptor 601 2.38

12 myosin binding protein C, slow-type 2.37

13 zinc finger protein 407 2.30

14 phosphatidylinositol-specific phospholipase C, X domain containing 2 2.30

15 calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV 2.26

16 neuronal PAS domain protein 3 2.25

17 cadherin-like 24 2.25

18 SMAD family member 9 2.24

19 synaptotagmin II 2.22

20 basonuclin 1 2.21

SP/NP: UP

表.6. NP群と比較し、SP群において遺伝子の発現上昇がみられた上位20遺伝子



NO Gene name ration 

1 predicted gene 568 0.14

2 vomeronasal 1 receptor 179 0.18

3 carboxylesterase 2A 0.20

4 hemolytic complement 0.24

5 cysteine-rich perinuclear theca 15 0.28

6 ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 4B 0.29

7 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member B8 0.30

8 DPY30 domain containing 2 0.31

9 myosin, light polypeptide 2, regulatory, cardiac, slow 0.32

10 chemokine (C-C motif) ligand 20 0.32

11 olfactory receptor 822 0.33

12 olfactory receptor 1370 0.33

13 X-linked lymphocyte-regulated 3C 0.33

14 olfactory receptor 812 0.33

15 deiodinase, iodothyronine, type I 0.34

16 predicted gene 10024 0.34

17 polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit) 0.34

18 alanyl-tRNA synthetase 0.34

19 predicted gene 12569 0.34

20 olfactory receptor 740 0.35

SP/NP: DOWN

表.7. NP群と比較し、SP群において遺伝子発現減少がみられた上位20遺伝子


