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要約

　イヌ（o身刀fθ差～η2∫：∠1汐zlb）はオオカミから家畜化され、長きにわたり人にとって最も身近

な動物として飼育されている。現在日本では1232万頭の犬が飼育されているといわれ、核

家族化が進む現代社会において、情緒的なつながりを求める人の伴侶として不可欠な存在

となっている。人はその友である犬について様々な角度から研究してきた。なかでも、彼

らの心理状態を把握するために行動学的、または生理学的なアプローチを試み、彼らを理

解しようと努めている。

　一方、近年人においてパートナーや配偶者との接触により血中オキシトシン（Oxytocin：

以下OT）が増加することや、マッサージ後の陽性感情に応じて血漿中OTが増加すること、

人においてOTが幸福を感じるときに増加するといったこと報告され、リラックスおよび陽

性感情といった心理上のメカニズムに関係があることが示唆されている。また、犬と人の

positive　interaction（発言舌や接触を伴った交流）後に犬の血漿中OTが増加するとの研究報

告があることから、OTは人を含めた動物の心理状態を客観的に評価するのに適していると

考えられる。さらに、近年のマウスやラット、サル、人の研究からOTがつがいの形成や社

会的認識、信頼、愛着、親和性行動、といった社会行動やいわゆる「絆」の形成に関与し

ていることが明らかとなり、他個体との関わりに大きく影響することが明らかとなってい

る。そこで本研究では、行動や気質に関係するOT分泌について調査することで、犬の陽性

感情について生理学的なアプローチを試みるとともに、人を対象とした異種間コミュニケ

ーションにおける犬のOT分泌と行動の関わりを明らかにすることを目的とし研究を行っ

た。

第1章．血中OTの尿中への排泄ならびにコルチゾールとの関係について

第1章ではサンプル採取時の個体への負担を考慮し、非侵襲的に採取が可能である犬の
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尿中OT測定の適否を検討することを目的とし、血中OTの尿中への排泄時間を調査した。

実験は犬の血中へOTを投与し尿中への排泄時間を調査した。本実験は頻回採尿のため、ト

イレトレーニングを施された未去勢のラブラドールレトリーバー（n＝6）を用いた。血液

と尿は投与30分前より採取し、投与直前、投与直後、投与終了後15分、以後30分毎に計

4時間にわたり採取した。OT測定は福井大学統合生理学教室の協力を得て、　Higuchiらの

研究（1984）を参考にRIA法による測定を行った。

　その結果、OT投与開始直前の平常時血中濃度は65．55±17．20　pg／mlであり、血中の

ピークは投与終了直後であった。血漿中OTは、平常時に4．70pg／mlと非常に低い個体が

存在しRIA法においても、これ以上血漿中濃度が低下すれば検出が困難になると考えられ

た。尿中OTのピークは血中への投与開始から1時間後であった。また、尿サンプルにお

ける実測値の最低濃度は49．50pg／mlと十分に測定範囲内であり、尿によるOT測定は血

液採取時の種々の問題を克服し、個体の生理的状況をより正確に表すものであると考えら

れた。また、OT測定時の尿中コルチゾールを測定したところ、コルチゾールほとんど変化

しなかったことから、外因性OTの血中投与は犬の尿中コルチゾールには影響しないことが

明らかとなった。これらのことより以後、尿採取は実験開始から1時間後とした。

第2章．日常的な刺激による犬のOT分泌

　犬の情動変化は行動観察やコルチゾールなどの測定によるストレス評価が主であり、陽

性感情やリラックス状態を客観的に評価する生理的指標は確立されていない。第2章では

日常的な犬の陽性感情を誘起させる刺激によってOT分泌とコルチゾール分泌がどのよう

に変化するか検討した。刺激は過去にラットや人において血中OT濃度を増加させることが

明らかな摂食と運動、マッサージとした。摂食や運動、なでるといった行為は、トレーニ

ングにおいても強化子として用いられることから、陽性感情を誘起させる重要な要素であ

ると考えられる。なかでも、なでる行為は人が犬に与える社会的報酬として作用し、心拍
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数を減少させ、犬をリラックスさせる効果があることが報告されている。対照実験として

OT増加の報告がない水を与えたときの変化についても検討をおこなった。犬はトイレトレ

ーニングを施された9頭を用いた。

　その結果、摂食、運動、マッサージは有意に犬の尿中OT濃度を増加させた（摂食：P＜0．05、

運動：p＜0．05、マッサージ：p＜0．01）。対照的に飲水は尿中OT濃度に影響を与えなかっ

た。これらのことから、RIA法を用いて尿中OTの測定は、非侵襲的に刺激によるOT分泌

の変動をとらえられることを可能にすることが明らかとなった。一方、各刺激前後におけ

る尿中コルチゾール濃度は摂食のよってのみ有意に増加した。従って、犬の陽性感情の評

価には、尿中OT濃度による評価が適切であると考えられ、非侵襲的に犬の陽性感情やリラ

ックスを把握するバイオマーカーとしての尿中OT濃度測定の有用性が示唆された。

第3章．人・自問の相互コミュニケーションによるOT変化

　第3章では人と犬の相互コミュニケーション時における両者の行動分析と交流前後の尿

中OT濃度の変動を調査することで、異種間の親和行動やコミ・・ニケーションにおけるOT

の役割を明らかにすることを目的とした。実験は30組の犬とその飼い主を対象に行い、①

安静（20分）、②飼い主と犬の交流（30分）および③安静（30分）で構成した。①の安静

時に飼い主は実験室で過ごし、犬は別室で待機させた。①の安静時に飼い主には犬に対す

る愛着を測る：Lexin．gton　Attachment　to　Pets　Scale（：LAPS）に解答してもらった。人およ

び犬の尿サンプルは①および③終了時に採取した。

　両者の行動を元に、階層的クラスター分析を行った結果、被験者と犬の組み合わせばコ

ミュニケーション時間が長く、頻度が多いHCグループと、コミュニケーション時間が短

く、頻度の少ないLCグループに分けられることが明らかとなった。また、グループ毎の尿

中OT濃度を交流前後で比較すると、HCグループにおいて犬、人ともに尿中OT濃度が上

昇することが明らかとなり、LCグループでは犬において有意に低下し、人では変化しなか

3



つた。主成分分析と重回帰分析の結果から、犬においては「飼い主から犬への接触に関わ

る要因」が犬の尿中OT濃度を上昇させる重要な要素であることが明らかとなり（F（3．24）＝

3．78，p＜0．05，決定係数R2＝0．32）、人においては「犬から飼い主への注視に関わる要因」

（P＜0．01）、「LAPS」（P＜0．05）、「飼い主から犬への声をかける回数」（Pく0．05）が尿中

OTを上昇させる要素であることが明らかとなった（：F（3．24）＝4．00，　p＜0．01，決定係数R2ニ

0．41）。また、犬の注視と飼い主からの接触時間および接触回数に相関が見られたことから、

人の母子間と同様に、人・犬問においても犬の注視が愛着行動として作用していると考え

られた。これらのことから、人のOTを分泌させる犬の注視は人の接触を増加させ、人の接

触は犬の注視を増加するという相乗効果を生むと考えられ、両者のコミュニケーションが

スムーズに成立すると考えられた。また、単一の刺激だけでなく、異種間コミュニケーシ

ョンにおいても尿中OTを測定することでより詳細な両者の関係性が評価できると考えら

れる。

　本研究により社会行動や陽性感情などと関係する犬のOTを非侵襲的に評価ができるこ

とが可能となり、犬の注視が人の尿中OT濃度を上昇させる要因であることが明らかとなっ

た。犬の注視は生理学的に人に対する社会的な合図として成立していることが示唆され、

犬の注視を発端としたコミュニケーションが人の親子間と同様に愛着行動として作用して

いると考えられることから、人と犬が似たような社会認知機構を持つ度盛進化仮説を裏付

ける結果となった。また、人から提供される食物や遊びを含めた運動、身体的接触などの

行為は犬に陽性感情を抱かせドーパミン作動性の脳内報酬系回路にも作用するとともに、

社会認知機能や愛着形成に関わるOTが分泌されると考えられ、人と犬の社会的な結び付き

が促進されると考えられる。犬と人の関わりにおいて視線や身体的な接触と言った共通の

コミュニケーションを発端とし、両者のOTが分泌されると考えられることから、人・犬間

の絆の形成にはOT神経系を介した生物学窮鼠形成メカニズムが存在する可能性が示唆さ

れた。本研究は人と犬の相互コミュニケーションにおけるOTの役割を明らかにし、人と犬

4
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のより良き関係の構築に貢献するものである。



序論

　イヌ（Caエ1f8箆～エz1∠エ1乞～1ゴθ）はオオカミから家畜化され、約1万4千年前の犬の骨がドイツ

のOberkasselの洞窟において発見されていること（Nobis，1979）から、他の家畜と比べ

ても古く、長きにわたり人にとって最も身近な動物として飼育されてきている。また、北

イスラエルのEin　Mallaha遺跡（約1万2千年前）からは、老人が子犬を抱くように埋葬

された骨格が発掘されている（Davis　and　Valla，1978）。このように犬は1万数千年忌上前

から人の「伴侶」としての役割を果たしてきたことを物諦っている。その後、人によって

現存するものだけでも400種以上もの犬種が作出、改良され、狩猟や牧畜、護衛、愛玩な

ど多岐にわたる目的で飼育されてきた。しかしながら、現代社会において狩猟や牧畜、護

衛といった使役目的の役割は減少し、飼育スタイルも屋外から屋内飼育へと変化すること

で、犬と人との物理的、精神的距離が縮まり、社会生活を共に送る家族の一員として飼育

されるようになっている（環境省，2009）。日本においては1232万頭の犬が飼育されてい

るといわれており（2009年ペットフード協会調べ）、核家族化などにより人同士の関係が希

薄になりつつある現代社会において、犬はより一層情緒的な繋がりを求める人の伴侶とし

て不可欠な存在となっている。

　人は家畜化の過程において犬の社会性を利用してきた。犬が最も古く家畜化され、現代

社会においても人の伴侶として共生している一つの理由として、人も犬も互いに集団を形

成して共同生活を営む社会性を持つ、つまりコミュニケーションを図ろうとする動物であ

ることがあげられる。犬は：Lorenzの表情モデル（：Lorenz，1940，1943）に代表されるよう

に尻尾や口、目そして耳などの体の各部位を使用した様々なボディーランゲージを示す。

また、そのコミュニケーションの対象は同種間だけでなく、異種である人に対しても尻尾

を振る、手や顔をなめようとするなど、多彩な愛情表現を示すことから、人にとって最も

親しい「友」として永続的な「絆」を結ぶことができる（Lorenz，1966；Serpell，1986）と
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されている。

　人はその友である犬について様々な角度から研究を行ってきた。なかでも、彼らが「今

何を感じているのか？」といった心理状態を推察するために、行動学的（Abrantes，1987；

Quaranta　et　al．，2007）、または生理学的（Beerda　et　al．，2003；King　et　a1．，2003；

MenorCampos　et　a1．，2011）なアプローチが試みられ、言葉の話せない犬を理解しようと

努めている。最も一般的なものは、多くの書籍などで語られているボディーランゲージで

ある。これは、尾の位置や振り方、耳の位置など行動学的側面から判断することであるが、

観察者に高い観察技術が要求される場合があるなど、客観的な判断とは言い難い部分が多

い。また、生理学的アプローチから犬の心理状態を推察する研究も存在するものの、ほと

んどは「うれしい」といった陽性感情ではなく、動物介在介入や問題行動、社会化、訓練

性能などの否定的な側面において、カテコールアミンやコルチゾールのようなストレスパ

ラメーターを測定することに焦点を置き、ストレスを受けていない、つまり「嫌ではない」

ことを把握する手法（Hennessy　et　al．，1998，2006；Coppola　et　aL，2006；Haubenhofbr　and

Kirchengast，2007；Menor・Campos　et　al．，2011）が主である。

　一方、近年人においてパートナーや配偶者との接触により血中オキシトシン（Oxytocin：

以下OT）が増加すること（Grewen　et　al．，2005）や、マッサージ後の陽性感情に応じて血

漿中OTが増加すること（Turner　et　al．，1999；Uvnas・Moberg　et　al．，2004；Bello　et　al．，

2008）、OTは幸福を感じるときに増加する（Turner　et　a1．，1999）といったことが明らか

にされてきており、リラックスおよび陽性感情といった心理上のメカニズムとOTが密接な

関係にあることが示唆されている（Cart鋤2003；Uvnas・Moberg　et　a1．，2005；Miller　et　a1．，

2009；Ishak　et　al．，2011）ため、「うれしい」といった動物の陽性感情を客観的に評価する

のに適している可能性があると考えられる。

　9っのアミノ酸で構成されているOTは視床下部室傍核（PVN）や視索上核（SON）で

合成され、下垂体神経葉から血中に分泌されるペプチドホルモンであり、末梢組織におけ
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るホルモンとしての作用と、中枢神経における神経ペプチド（du　Vigneaud，1956；Cazalis

et　a1．，1985，1987；Nordmann　and　Dayanithi，1988；Richard　et　al．，1991）としての2つの

役割がある。末梢組織では主に平滑筋の収縮に関与し、古くから分娩時の子宮収縮や、乳

頭が刺激されることで分泌が増加し、乳腺腺胞周囲の星状筋上皮細胞を収縮させて乳汁分

泌を促すなどの働きを持つこと（Richard　et　a1．，1991；：Ludwig，1998；Russell　and：Leng，

1998）が知られている。また、授乳中のマウスにおいてOTはACTH反応を抑制すること

（Altemus　et　al．，1995）、人において授乳がOTの分泌を促し、下垂体からのACTH分泌

を抑制することから、結果としてストレス反応である視床下部一下垂体一風腎皮質系の活

動充進による副腎皮質ステロイド反応（HPA軸反応）の抑制がおこること（Neumann　et　al．，

2000；Neumann，2002；DeVries　et　a1．，2003）、男性において外因性OT処置により血漿中

ACTE濃度と血漿中コルチゾール濃度が減少すること（：Legros　et　al．，1987，1988）、人にお

いてOTの鼻腔内投与がTrier　Social　Stress　Testにおける不安レベルを減少させる

（Heinrichs　et　al．，2003）といったことなどが報告されていることから、　PVNやSONで

合成されたOTは下垂体神経葉へと送られ血中に放出されることで1｛PA軸反応に影響を与

え、ストレス緩和や抑制作用を示すことが示唆されている。また、下垂体を経ずに視床下

部から直接神経線維を通じ神経系に運ばれ神経伝達物質として自律神経系に関与する脳の

領域に影響を与えることからOTは脳の様々な部位に作用し、身体機能を調節していると考

えられている。

　さらに、ラットやマウスにおける研究から、OT受容体ノックアウトマウスにおいて一般

的な学習や記憶能力は正常であるにもかかわらず、他個体の匂いが記憶できないと言った

社会的健忘症を示すこと（Ferguson　et　a1．，2000，2002；Winslow　and　Insel，2002，2004）

や、ラットやアカゲザルにおいて脳脊髄液中のOT濃度の上昇とともに社会行動が増加する

こと（Haller　et　a1．，1996）、血漿OT濃度の上昇によりハタネズミの親和行動が増加する

（Gingrich　et　al．，1997）、ラットにおいて中枢へのOT投与により社会行動が増加すること
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（Witt　et　a1．，1992）、ボンネットモンキーにおいて社交的な個体の脳脊髄液中のOT濃度は

攻撃的な個体と比べ高いとの報告（Rosenblum　et　al．，2002）があり、OTがげっ歯類にお

けるつがいの形成（Lim　and　Ybung，2006）やオスの攻撃性や子供の認知といった社会認知

機能の調節（Nishimori　et　al．，1996；Takayanagi　et　al．，2005；Ross　and『Ybung，2009；

Rimmele　et　a1．，2009；Strathearn　et　aL，2009）、人における他者への信頼（Kos免1d　et　a1．，

2005；Zak　et　al．，2007，2008；Hurlemann　et　al．，2010）、哺乳動物における愛着の形成

（Panksepp，1992；Carter　et　al．，1992；Carter，1998；Buchheim　et　a1．，2009）や親和性行

動の発現（：Feldman　et　al．，2007；Ditzen　et　a1．，2009）といった様々な社会行動に関与し、

人を含めた哺乳動物の行動や気質に影響を与えていることが明らかとなってきた。また、

エネルギー代謝にも関与しており、摂食や運動によってOTの分泌が促されること

（Landgraf　et　al．，1982；Lang　et　a1．，1983；Vbrbalis　et　al．，1986；K：asting　et　a1．，1988；

Takayanagi　et　a1．，2008）も明らかになってきた。

　人と犬の関係に関する研究においては、愛犬家と犬が発話やなでることなどの接触を伴

った相互作用の後に、人および犬の血漿中OT濃度が増加したという報告（Odendaal　and

Meintjes，2003；Miller　et　a1．，2010；Handlin　et．　a1．，2011）や、犬との交流時に飼い主に対

する犬から注視が長いグループでは、注視の頻度と飼い主の尿中OT濃度に強い相関関係が

みられた（Nagasawa　et　al．，2009）といった報告がある。しかしながら、双方のOTの作

用機序や注視や接触などの社会行動との関わり、あるいは犬の陽性感情との関わりについ

ては不明なままである。霊長類と比べて、犬はより優れた社会認知能力を有していると考

えられており（Hare　and田omasello，2005）、人に最も身近な動物として飼育されてきた長

い歴史や、精神的な繋がりを求められてきたコンパニオンアニマルとしての背景、犬の社

会性の高さを考慮すると、犬のOT神経系を介したメカニズムが飼い主への愛着や、日々の

関わり、トレーニングなどを含めたコミュニケーションにおいて、社会認知機能や社会行

動の発現に関与し、飼い主とのいわゆる「絆」の形成を含めた良好な関係の構築や、問題
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行動の発現などに関わっている可能性が考えられる。

　そこで本研究では行動や気質に密接に関係するOT分泌について調査することによって、

犬の陽性感情について生理学的なアプローチを試みるとともに、人を対象とした異種間コ

ミュニケーションにおける犬のOT分泌と行動の関わりを明らかにすることを目的とし実

験を行った。第1章では非侵襲的にサンプル採取が可能である犬の尿中OT測定方法を確

立することを目的とし、第2章では日常生活刺激による犬の尿中OTの変動とリラックス

および陽性感情といった心理状態を客観的に評価する非侵襲的なバイオマーカーとしての

尿中OT濃度変動の有用性を検討することを、第3章では犬と飼い主の双方の行動分析と

尿中OTを測定することによって、異種間の親和行動やコミュニケーションにおけるOTの

役割を明らかにすることを目的として実験を行った。
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1章．血中OTの尿中への排泄ならびにコルチゾールとの関係について

緒論

　OTの作用について、近年、人においてOTの鼻腔内投与よるストレス緩和作用（H：einrichs

et　al．，2003）や、幸福感を感じるときにOTが増加すること（Turner　et　al．，1999）が明ら

かとなっている。一方、OTと愛着や親和行動との関係を調べた実験から、　OT受容体ノッ

クアウトマウスにおいて他個体の匂いが記憶できないといった社会的健忘症を示すこと

（：Ferguson　et　a1．，2000，2002；Winslow　and　Insel，2002，2004）や、ラットにおいて脳脊

髄液中のOT濃度の上昇とともに社会行動が増加すること（Haller　et　al．，2003）、人の親子

において母親からのSocial　vocalizationが娘のOTの分泌を促す（Seltzer　et　al．，2010）と

いった報告がされている。その他にも人において不安の軽減や表情認知に関与し他者への

信頼の形成に影響を与えることや、哺乳動物における仲間の認知、げっ歯類におけるつが

いの形成や、親和行動の発現といった様々な社会行動に関与し、個体の気質や行動に影響

を与えていること（lnse1，1997；Uvnas－Moberg，1997；：Lim　and『Ybung，2006；Bales　et　a1．，

2007；Grippo　et　al．，2009）が明らかとなっている。

　人と犬の関わりにおいても、愛犬家が犬との発話やなでることなどの接触を伴った相互

作用を行ったのちに、両者の血漿中OTの分泌が促進されるとの報告（Odendaal　and

Meintjes，2003）や、犬との交流時に犬からの飼い主に対する注視が長い群では、注視の頻

度と飼い主の尿中OT濃度が強い相関関係を示す（Nagasawa　et　al．，2009）ことなどが明

らかとなっている。これらの研究からOTが人犬問の異種間のコミュニケーションに関与

し、いわゆる「絆」の形成や円滑な関係の構築に寄与している可能性が考えられ、両者の

OT濃度を測定し、行動との関わりを明らかにすることは人・犬間の社会行動に関する研究

の一助となると考えられる。

　しかしながら、これら研究の大多数が脳脊髄液中もしくは血漿中のOT濃度の測定を行っ
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ている（Winslow　et　al．，2003；Devarajan　and　Rusak，2004；Ybung，2007；Maestripieri　et

al．，2009）ため、対象動物はサンプル採取による「苦痛を感じる」、「拘束ストレスを伴う」、

「無麻酔下で行うことは困難である」などの肉体的、精神的負担に関する問題点もあげら

れる。また、人以外を対象とした研究のいくつかのケースでは、動物を殺すことで脳脊髄

液中のOT濃度の測定を行っているが、このような手法は福祉的な理由はもちろんのこと、

飼育されている犬の大多数を占める一般家庭犬で行うことはできず、実用的ではない。中

枢と末梢のOTの関係や分泌メカニズムは完全に解明されている訳ではないものの、マイク

ロダイアリシスを使用したマウスにおける研究においては、末梢血中のOT濃度と中枢の

OT濃度に相関が見られる（Landgraf　and　Neumann，2004）ことや、自身の子供の表情を

視覚刺激として提示されたときの人の母親において、functional・MRIにおける反応と血漿

中OT濃度に関連があったこと（Strathearn　et　al．，2009）、ハタネズミやアカゲザルおよび

人において母性行動や養育行動と末梢血中のOT濃度に関連が見られること（Wotjak　et　al．，

1998；Carter　et　aL，2008；Maestripieri　et　a1．，2009；Ross　and　Ybung，2009；Feldman　et　al．，

2010）などから、末梢におけるOT濃度の測定は動物の行動と内分泌の関わりを明らかに

するうえで非常に有用であると考えられる。

　犬におけるOTに関する研究は妊娠期間中や分娩前後、陣痛時、授乳時などの血中OT濃

度の変動に関するもの（Olsson　et　aL，2003；Klarenbeek　et　al．，2007；Bergstro　et　a1．，2010）

や獣医療に関するものがほとんどであり、社会行動とは無関係な研究が主である。Odendaal

らは人になでられたり、話かけられたり、簡単な遊びを含んだ相互作用後に犬の血漿中OT

の分泌が促進されるとの報告（Odendaal　and　Meintjes，2003）をしている。また、　Handlin

ら（2011）はOdendaalらの研究を元により細かくサンプル採取を行い、犬のOT濃度の

測定を行っているが、いずれもサンプルは血液である。実験動物以外の家庭犬においてOT

濃度測定を行うこと考慮すると、非侵襲的かつ簡便にサンプル採取が可能である方法が望

ましい。
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　末梢におけるOT濃度の測定は血漿中OTの他に、人において非侵襲的なサンプル採取が

可能である唾液や尿中での測定が行われている（H：einrichs　et　al．，2009；Bick　and　Dozier，

2010）。一般的に、唾液中の生理指標は血中濃度の5～10％といわれており（Malamud　et　al．，

1993）、Odendaa1らの研究において犬の血清中OT濃度が100～500pg／：L前後と報告され

ていることを考えると、犬においては唾液中OT濃度が非常に低いと思われる。また、唾液

中のタンパク質分解酵素が抗原抗体反応に影響し、酵素免疫測定法による測定が困難であ

ると報告される（Horva七・Gordon　et　al．，2005）など、唾液中OT濃度測定の信頼性につい

ては今なお議論されているのが現状であり、本研究においては適切でないと考えられた。

濃度に関する問題についてはサンプルを多量に採取し、抽出および濃縮することで回避し

ている研究もある（White・Traut　et　a1．，2009）が、犬においてチワワなど超小型犬からの

唾液採取は容易ではなく、採取できるサンプル量は限られてくる。一方、人やコモンマー

モセットにおける研究（Amico　et　al．，1987；Seltzer，　et　al．，2007）では、尿中OTの測定が

行われている。犬の尿採取は、家庭犬においても一般的なしっけとして、いわゆる「トイ

レトレーニング」が浸透しており、特別なトレーニングを施されていない一般家庭犬から

も簡便にサンプル採取が可能である。これらのことから犬のOT濃度測定は尿サンプルを用

いることが最も適切であると考えられる。

　マウスやラット、サルなどの脳脊髄液中OT濃度や人の血漿中OT濃度は主に高速液体ク

ロマトグラフィー（HP：LC）法（Holm　et　a1．，2005；Chaibva　and　Walker，2006；：Lazari　et　a1．，

2006；Goda　and　Sudo，2007）や6nzyme　immunoassay（EIA）法（Prakash　et　a1．，1998；

Pequeux　et　a1．，2001；Sarkar　and　Prakash，2006）、radioimmunoassay（R工A）法（Higuchi

et　a1．，1984；Vbrbalis　et　al．，1986；Wotjak　et　al．，1998；Ueta　et　al．，2000）といった方法に

より測定が行われている。しかしながら、HP：LC法およびEIA法はともにアッセイ間誤差、

アッセイ内誤差の可変性が高く、測定感度においても十分な感度を持ち合わせていないと

の報告（Anderson　et．　aL，2006；Taylor　et　al．，2010）もあるため、本研究では適切でないと
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考えられた。一方、RIA法は血液中のインリュリン測定に用いられて以来、微量生体成分

の測定法として生物学、医学などの分野で幅広く利用されており、尿のように種々の成分

が多量に含まれている生体試料中に存在する、ごく微量なホルモンなどの特定物質の定量

に適している。また、高い特異性および検出感度をもっことから、犬の尿中OT濃度測定に

おいて、最も適切であると考えられる。

　そこで第1章ではRIA法を用いて非侵襲的かっ簡便にサンプル採取が可能である犬の尿

中OT測定の適否の検討と、測定法の確立を目的とした。実験は人における尿中OT濃度の

測定を行ったAmicoらの研究（1987）をもとに、犬の静脈血中に外因性OTを投与するこ

とで、犬における血中内OTの尿中への排泄時間を調査した。また、末梢血中へ継続的に

OTを投与した実験はマウスやラットにおいては行われていないが、人の男性において、副

腎皮質刺激ホルモン（以下、ACTH）と血漿中コルチゾールが減少すること（：Legros　et　al．，

1987，1988）が明らかとなっていることから、犬における外因性OT投与による尿中コルチ

ゾールへの影響を検討することを第2の目的とした。

14



方法

供試動物

　供試動物は、一般家庭犬1頭および村瀬ドッグトレーニングセンター（神奈川県）で飼

育されている犬5頭の計6頭を使用した。本章では人からの声符で排尿するようトレーニ

ングされ、かつ採血馴致を施されたラブラドールレトリーバーを用い、頻回採尿であるた

め全て未去勢の雄犬を用いて行った。犬の年齢は5．3±1．0歳（mean±S．D．）であり、

健康的な問題を抱えてはいなかった。詳細はTable　1に示す。

Table　1犬の犬種、性別および年齢について

個体 犬種 性別　年齢（歳）

ラブラドール・レトリーバー

ラブラドール・レトリーバー

ラブラドール・レトリーバー

ラブラドール・レトリーバー

ラブラドール・レトリーバー

ラブラドール・レトリーバー

ス
ス
ス
ス
ス
ス

オ
オ
オ
オ
オ
オ

6．8

4．7

4．8

4．1

5．3

6．0

オキシトシン投与

　犬の伏在静脈より血中へOTを投与し、人為的に血中濃度を上昇させることで尿中への排

泄時間を調査した。投与するOTの濃度は、人において血中にOT投与を行い、血漿および

尿中OT濃渡を測定したAmicoらの研究（1987）を参考にした。投与量は人とラブラドー

ルレトリーバーの平均的な体重の比より算出し、OTは富士製薬工業のオキシトシン注射液

5単位rF」（富士製薬工業株式会社，日本）を生理食塩水で500P9／mlに希釈し用いた。

外因性OTは血中投与後に急速に体内で代謝され、血中OTの測定が困難になる可能性が考
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えられたため5分毎に0．25m1（125P9）ずつ計4回、総量1m1（500P9）投与した。なお、

投与は個体への負担を考え留置針を用いて行った。

採血および採尿

　一血液および尿はOT投与30分前より採取し、1回目投与直前、4回目投与直後、4回目投

与終了15分後、以後30分毎に計4時間、全11回にわたり採取した。採血はOT投与と同

様に個体への負担を考慮し留置針を用いて1回あたり約1ml採取した。なお、1回目投与

直前に得られたサンプルを平常時のものとして扱った。採血および採尿期間に犬は安静に

しており、暴れることはなかった。実験の手順はFig．1に示す。

　血液は採取後すみやかにEDTA入り真空採血管（VP・DKO52K，ベノジェクトH真空採血

管，TERUMO，日本）へ移し抗凝固処理を施した。尿は市販の計量カップで採取し遠心分離

までコ別当ングチューブに入れ保存した。血液、尿ともに4℃・1600g・15分間の遠心分離

後、血漿および尿の上清を得て1．5mlチューブに分注し、測定まで一80℃で凍結保存した。

一30min

o
Omin　15min　30min

u　o　旦
60min

o
90min
旦

120min　　　150min　　　180min　　　210min

o　　旦　　o　　o
240min

o
安静

R0min

投与

P5min

安静

P5min

安静

R0min

安静

R0min

安静

R0min

安静

R0min

安静

R0min

安静

R0min

安静

R0min

理0 1遭in

安静

Tmin

安静

Tmin

安静

Tmin

Fig．1　外因性OT投与および採血、採尿のスケジュール

　　　　白矢印は採血および採尿を、黒矢印はOTの投与を表す

曾　曾　曾　奮
OT投与（125pg10。25ml）
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血中および尿中オキシトシンの測定

　血中および尿中oTの測定は、　RLへ法を用いラット血漿中oTを測定したHiguchiらの

研究（1984）を参考に行った。また、尿サンプルは標準溶液や血漿サンプルと比べ、第二

抗体による沈殿が形成されづらく、サンプルのpHなどが抗原抗体反応に影響した可能性が

考えられたため、抽出を行い使用することとした。

　抽出にはC18　Sepカラム（WATO20515，　Sep－Pak⑧Plus　C　18　cartridge，　Waters

Corporation，　USA）に5m1シリンジ（SS・05SZ，テルモ株式会社，日本）を装着し行った。

コンディショニングのためにカラムにはメタノール5m1を2回、蒸留水5m1を4回掻込し

平衡にした。コンディショニング後、尿サンプル400plと0．1N　HCIを400111通液し、4％

酢酸を10ml加え洗浄後、プランジャーによりシリンジに空気を送りこみ、水分除去後にメ

タノール1．5m1を加え溶出した。溶出液はVbrtex・Evaporator（Buchler　GmbH，　Germany）

を用い、窒素ガスを吹きかけて蒸発乾固し測定まで一80℃で保存した。蒸発乾固した尿サ

ンプルは測定時に1％ウシ血清アルブミン入りリン酸緩衝液200111を加え、ボルテックスミ

キサーを使用し、20分間断続撹搾することで溶解し使用した。

Radioimmunoassay法

　標準溶液としてペプチド研究所製Oxytocin（4084呪ペプチド研究所，日本）を1％ウシ

血清アルブミン入りリン酸緩衝液（1％BSAO．01M　PBS，　pH7．5）で3．9～4000pg／mlの濃

度に等倍希釈（計9段階）し使用した。BSAはSigma・Aldrich　Corporation製（A・8022，　USA）

であった。抗原として1251・Oxytocin（NEX187，0xytocin，［1251］Tyr2・，370kBq，　PerkinElmer

：Lifb＆Analytical　Sciences，　USA）を1％BSA　O．01M　PBSで約10000c．p．m．に希釈し使用し

た。第一抗体として福井大学医学部統合生理学教室から提供された抗オキシトシン家兎血

清を0．5％家兎血清入りリン酸緩衝生理食塩水（0．5％NRS　O．01M　PBS）で80000倍希釈し

て使用した。NRSは和光純薬工業株式会社製（140・06571，日本）を用いた。第二抗体とし
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てヒツジ抗ウサギIgG　（PA1・85601，　Anti・lgG，　Rabbit，　Sheep・Po1酷Thermo　Fisher

Scientific，　USA）を1％BSA　O．01M　PBSで20倍希釈し用いた。なお、1％BSA　O．01M　PBS

および0．5％NRS　O．01M　PBSは防腐剤としてNaN3（195・11092，アジ化ナトリウム，和光

純薬工業株式会社，日本）を1：Lあたり1g添加した。

　Radioimmunoassay法は100plの1％BSA　O．01M　PBS、50P1のOT標準溶液またはサン

プル、50111の第一抗体、50111の抗原をDisposable　Culture　Tubes（10×75mm，9830・1007，

旭硝子株式会社，日本）で混和し、4℃で72時間インキュベートした。抽出および乾固した

尿サンプルは1％BSA　O．01M　PBS　200plを加え、ダイレクトミックス（サーマル化学産業

製，日本）で断続撹拝、溶解し50pl使用した。インキュベート後、第二抗体を加え、混和

後に再び4℃で72時間インキュベートした。インキュベート後4℃・1300g・20分間遠心

分離し、抗体と結合したOTからフリーOTを分離し、上澄みを吸引後、沈殿物の放射線活

性をγカウンター（ARC・370M，アロカ株式会社，日本）で測定した。測定は1サンプルに

つき3重測定を行った。また、アッセイ間誤差を算出するため測定毎に同一の尿サンプル

を抽出・溶解し測定を行った。

尿中コルチゾール濃度の測定

：EnZyme　ImmUnOaSSay

　尿中コルチゾールは96穴マイクロプレート（ELへ／RIA　PIate，96　well，　No：Lid，　Flat

Bottom，　Certi丘ed　High　Binding，　Ron・Sterile，　Polystyrene：Corning　Incorporated，　USA）

を使ったEIA法を使用し1サンプルにつき2重測定を行った。

プレートには第二抗体として用いたA笛niPure　Goat　Anti　Rabbit　IgG　（H＋：L）

（111・005・0045，Jackson　ImmunoResearch：Laboratories　Inc．，　USA）を400倍希釈し、コ

ーティング処理を施した。分析には標準溶液としてhydrocortisone　standard（CODE　No．：

086・08241，和光純薬工業株式会社，日本）を0．1％ウシ血清アルブミン入りリン酸緩衝液
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（0．1％BSAO．04　M　PBS　pH　7．2）で0．39～400ng／mlの濃度に等倍希釈（計11段階）し、

標識ホルモンとしてCortisol・3・CMO・HRP（FKA　403，コスモバイオ株式会社，日本）を、

第一抗体としてCortisol・3・CMO・BSA　IgG　（FKA　404・E，コスモバイオ株式会社，日本）

を使用した。BSAはSigma・Aldrich　Corporation製（A7030，　USA）を用い、尿サンプル

を0．1％BSAO．04　M　PBSで5倍希釈した。分析では標準溶液およびサンプルは15111を、

第一抗体は0．1％BSAO．04MPBSで40000倍希釈し100p．1を、標識ホルモンは0．1％BSAM

PBSで300000倍希釈し100111を使用し、各ウェルで混和した。その後、遮光し4℃で18

時間インキュベートした後、プレートを0．05％Tween　80溶液で洗浄した。洗浄後、溶液A

（0．1％urea　hydrogen　peroxide，0．1M　sodium　dihydrogenphosphate，0．05M　citric　acid）

と溶液B（0．05％3，3’，5，5’・tetramethylbenzidine，4％dimethyl　sulfbxide，0．05M　citric

acid）を1：1の割合で混合したsubstrate　buf艶rを各ウェルに150111入れ、室温で20分間

インキュベートし、4N　H2SO4溶液を50111加え、反応を止めた後、吸光度（450nm）　を

マイクロプレートリーダー（Model　680：Bio・Rad　Laboratories，　CA，　USA）　を用いて測定

した。また、アッセイ間誤差を算出するため、測定毎に同一の尿サンプル測定を行った。

尿中クレアチニン測定

　尿中クレアチニン測定には96穴マイクロプレート（EIA／R］：A　PIate，96　well，　No：Lid，

：Flat　Bottom，　Certified且igh　Binding，　Non・Sterf［e，　Polystyrene：Corning　Incorporated，

USA）を使用したヤッフェ法を用いた。クレアチニン標準液はクレアチニン（和光純薬工

業株式会社，日本）100mgを0．1M塩酸溶液（和光純薬工業株式会社，日本）で溶：解し、100ml

になるように定薄し、1．O　mg／mlクレアチニン標準液として使用時まで4℃で保存した。

測定時にはさらに100倍希釈し用いた。その他の試薬としてピクリン酸（和光純薬工業株

式会社，日本）19に約80m1の蒸留水を加えて加熱しながら溶解し100mlに定容した1．09

／d1ピクリン酸（2，4，6・Trinitrophenol；TNP）、水酸化ナトリウム（和光純薬工業株式会社，
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日本）29を約40mlの蒸留水に溶解し、50mlに定容した1M水酸化ナトリウム（NaOH）

を用いた。

　測定は10pg／mlクレアチニン標準液、100倍希釈尿および蒸留水をそれぞれスタンダー

ド（STD）、サンプルおよびブランク（BLK）とし、各2穴に150plずつ添加した。次に、

1．09／dl　TNPおよび1M　NaO且を50　pl／we11加え撹拝した。室温で20分間静置した後、

吸光度（490nm）をマイクロプレートリーダー（Mode1680：Bio・Rad　Laboratories，　CA，　USA）

を用いて測定した。尿中クレアチニンは尿中OTおよび尿中コルチゾールのクレアチニン補

正に用いた。尿中クレアチニン濃度（mg／dl）は以下の式により求めた。また、アッセイ

間誤差を算出するため、測定毎に同一の尿サンプル測定を行った。

クレアチニン濃度（mg／dl）

＝（サンプルの吸光度一BLKの吸光度）／（STDの吸光度一BLKの吸光度）×100

　なお、本実験は麻布大学実験動物倫理委員会の承認を受けている（承認番号：＃10・33）。
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結果

Fig．2

血中および尿中OT濃度について

　RIA法によるOT測定の最低測定感度は4．50p　g／m1であった。アッセイ内誤差は4．65％

であり、アッセイ間誤差は9．50％であった。

　Fig．2にoT投与開始30分前から投与後4時間における犬の血中oT濃度および尿中oT

濃度の変動を示した。OT投与開始直前の平常時（Omin）において、血中濃…度は65．55±

17．20pg／mlであった。血中OT濃度のピークは投与終了直後（15min）であり、その濃

度は1492．23±422．37pg／mlあった。投与終了15分後（30min）の血中OT濃度は166．60

±39．04pg／mlであり、血中OTはピーク後速やかに代謝された。投与開始直前（Omin）

の平常時尿中OT濃度は70．71±13．11　pg／mg　creatinineであった。尿中OT濃度がピー

クを示したのは血中への投与開始から1時間後（60min）であり、225．96±61．06　P9／mg

creatinineであった。その後尿中OT濃度は血中OT濃度と比べ緩やかにベースラインへと

戻った。
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OT投与30分前から4時間後における犬の平均血中OT濃度および尿中OT濃度の変動（mean±S．E．）

灰色部はOT投与期間を示す。実線は血中OT濃度を、点線は尿中OT濃…度を表している。
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尿中コルチゾール濃度について

　E工A法による尿中コルチゾール測定においてアッセイ内誤差は3．0％、アッセイ間誤差は

0．6％であり、最低感度は140ng／d：しであった。

　Fig．3にOT投与開始30分前から投与後4時間における犬の尿中コルチゾール濃度の変

動を示した。コルチゾールは平常時（Omin）において11．97±3．10　ng／mg　creatinine

であった。本実験期間中、尿中コルチゾール濃度は、ほとんど変化しなかった。
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OT投与30分前から4時間後における犬の平均尿中コルチゾール濃度の変動（mean±S．E．）

灰色部はOT投与期間を示す。
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考察

　本章では特別なトレーニングを施されていない一般家庭犬においても、簡便かつ非侵襲

的に採取が可能である尿サンプル中のOT濃度を測定することを目的とし実験を行った。ま

た、過去の研究からHPLC法やEIA法などによるOT測定はアッセイ間誤差、アッセイ内

誤差が高く、十分な感度を持たない可能性が示唆（Anderson　et　al．，2006；Taylor　et　al．，2010）

されていたため、より微細な変化を正確に捉えることができるRIA法による測定法の確立

を目指した。さらに、尿中OT濃度の測定はコモンマーモセット、マウス、人においていく

つか報告がある（Polito　et　al．，2006；Seltzer　et　al．，2006；Bick　and　Dozier，2010；Seltzer　et

al．，2010）ものの、犬における測定は行われておらず、尿中OT濃度を犬の心理状態を客観

的に評価する非侵襲的なバイオマーカーとするためには循環血中のOTが尿へ排泄される

時間を検討する必要があった。

R］：AによるOT濃度測定について

　本実験のOT濃度測定におけるアッセイ内誤差およびアッセイ間誤差変動は過去のEIA．

法やHPLC法を用いた研究よりも低く、他の方法と比べ最低測定感度にも優れていた。尿

サンプルにおいては原尿を使用すると第二抗体による沈殿が形成されづらく、C・18カラム

を用いて抽出を行うことで第二抗体による沈殿はスムーズに形成された。これらのことよ

り、犬の尿サンプルにおいてもOT濃度の測定が正確に行えることが明らかとなった。投与

開始直前の平常時血漿中OT濃度は4．70～121．7gP9／m1と個体により大きく異なることが

明らかとなり、平常時に4．70P9／mlの個体が存在することからR］［A法においてもこれ以上

血漿中濃度が低下すれば検出が困難になると考えられる。また、投与終了直後の血中OT濃

度は1492．23±422．37P9／mlであり、投与量を考えると非常に高い濃度となった。これ

は、本実験で投与に用いたOTは純度が85～120％と製品内でもばらつきがあったことから、
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実際には500P9／ml以上投与されていた可能性や、血液サンプルは抽出を行っていないた

め、投与したOTの添加物として製品に入っていたクロロブタノールやpH調整剤が抗原

抗体反応に影響を与え高濃度となった可能性も考えられた。さらに、OT投与により犬の

OT分泌が促進した可能性も考えられた。一方、尿サンプルにおける平常時値は29．02～

84．78P9／mg　creatinineで、実測値の最低濃度は49．50P　9／mlと十分に測定範囲内であっ

た。OT濃度の変化を犬の心理状態を表すバイオマーカーとするためには、サンプル採取に

伴う痛みや保定による拘束ストレスといった福祉的な課題、採血にならすための長い馴致

期間といった時間的問題、サンプルの量的問題以外に測定感度も一血漿中OT濃度より尿中

OT濃度の方が種々の問題を克服し個体の状況をより正確に表すものであると考えられた。

血中OTの尿中への排泄時間について

　刺激提示前後の尿中OTを測定した研究は人において行われており、尿採取は実験刺激開

始から30～50分後に実施されていたが、実験対象者が子供であることなどの理由から、採

取時間はあまり考慮されておらず（Fries　et　al．，2005）、尿中OT濃度を測定するための適

切なサンプリング時間の検討は行われていない。また、犬においては尿中OT濃度の測定は

全く行われておらず、循環血中に放出されたOTの尿中への排泄時間は不明であった。そこ

で本実験ではOTを犬に投与し、人為的に血中OT濃度を上昇させ、尿中への排泄時間の検

討を行った。その結果、血中OT濃度は投与終了直後に最も高くなり、尿中OT濃度は投与

開始から1時間後に最も高い値を示した。動物種の違いはあるものの、過去に行われた人

やコモンマーモセットにおけるOT投与実験（Amico　et　al．，1987；Seltzer　et　al．，2007）に

よると、静脈へのOT投与後30分から60分において尿中OT濃度は平常時より高値を示

し、本研究もほぼ同様の結果を示していることから犬の尿中OT濃度の変動をとらえること

は可能であると考えられ、尿中OTが最高濃度を示した血中投与開始から1時間後を犬の

血中OTの尿中への排泄時間とし、第2章以降、実験開始から1時間後に採尿を行うこと
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とした。

OT投与による尿中コルチゾール濃度への影響について

　本実験において尿中コルチゾール濃度はほとんど変化しなかった。Legrosら（1987，1988）

の研究によると、人の男性の静脈へOTを投与することにより血漿コルチゾール濃度が減少

することが明らかとなっている。しかしながら、：Legrosらの研究の対象者1名は、他の対

象者と異なり血漿ACTH濃度および血漿コルチゾール濃度は減少しなかったと報告されて

いる。また、OTの血中投与が且PA活動に影響を与えない（Lewis　and　Sherman，1985）、

またはACTHの分泌を促進する（Muir　and　P丘steU988）といった、全く逆の研究報告が

ある。本研究においては血中OT投与によりコルチゾールはほとんど変化しなかったことか

ら、分泌を減少させることも増加させることもなかったと考えられる。また、Legrosら（1987，

1988）は血管留置カテーテルを用い、多量（64P9／min、総量3840P　9）の外因性OTを1

時間にわたり連続投与していた。本研究では少量（総量500pg）の外因性OTを4回に分

け、15分問断続的に投与した。投与終了後、血中OTが急激に代謝され、15分後にほぼベ

ースラインに戻ったことを考慮すると、投与したOTは急速に代謝されることで且PA活動

に影響を与えず、尿中コルチゾールにも影響を与えなかったと推察される。加えて、供試

動物は実験期間中に暴れることなくリラックスしており、コルチゾール濃度は実験期間中

常に低いままであった。これらのことから、人において確認されている外因性OTの血中投

与による血漿コルチゾール減少効果は尿中で確認することはできず、犬においてはその効

果はないと考えられる。
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結論

　本章では、一般家庭犬を用いて、簡便かつ非侵襲的に採取が可能である尿サンプル中の

OTを測定するため、犬の血中にOTを投与し循環血中OTの尿中への排泄される時間を検

討した。その結果、尿はC・18カラムを用いて抽出を行うこと、およびOT濃度測定には

RIA法を用いることで犬の尿中OT濃度を測定することが可能であり、非侵襲的にOTの変

化を評価できることが明らかとなった。また、尿中OT濃度はOT投与開始から1時間後に

ピークを示した。このことから犬の血中に投与されたOTの尿中への排泄時間は投与開始か

ら1時間後であることが明らかとなり、第2章以降、実験開始から1時間後に採尿を行う

こととした。
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第2章．日常的な刺＝激による犬のOT分泌

緒論

　近年、人と犬の関係における、特に犬が人の精神的、身体的健康に与える、いわゆる「よ

い影響」について多くの研究がなされている。その一方で、人が犬の情動に与える影響は

カテコールアミンやコルチゾールなどのストレス反応物質を測定し、評価することが一般

的である（Hennessy　et　al．，1998，2006；CoPPola　et　al．，2006；：Haubenho免r　and

Kirchengast，2007；Menor・Campos　et　al．，2011）。これらの評価は生理活性物質を測定する

ことで動物の内的状態を客観的に評価するものであるが、個体のストレスの有無を評価す

るものであり、「うれしい」といった陽性感情は評価することができない。犬のリラックス

や安堵、うれしさといった陽性感情を評価する場合、彼らの尾の位置や高さ、および振り

方、耳の位置や向き（Abrantes，1987；Quaranta　et　al．，2007）などのいわゆるボディーラ

ンゲージを行動観察により見極め、推測することが一般的であり、客観的な評価法は確立

されていなのが現状である。また、犬の行動観察には高い観察能力が要求される場合もあ

り、生理学的なパラメーターを用いた客観的評価法の確立が必要であると考えられる。

　OTは下垂体後葉から循環血中に分泌されるペプチドホルモンであり（du　Vigneaud，

1956；Cazalis　et　al．，1985，1987；Nordmann　and　Dayanithi，1988；Richard　et　al．，1991）、

人においてパートナーや配偶者との接触により血漿中OTが増加すること（Grewen　et　al．，

2005）や、マッサージ後の陽性感情に応じて血漿中OTが増加する（Turner　et　a1．，1999；

UvnasMoberg　et　al．，2004；Bello　et　a1．，2008）こと、ラットにおいては5分間の40回／分

のなでる行為がOTを分泌させる（Agren　et　al．，1995；Uvnas・Moberg　et　al．，1996）といっ

た報告があり、接触やぬくもりによってOT分泌が促進される（Matthiesen　et　al．，2001；

Morhenna　et　a1．，2008）と考えられている。また、リラックスおよび陽性感情といった心
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理上のメカニズムに関係があることが示唆されていること（Carter，2003；Uvnas・Moberg

et　al．，2005；Miller　et　al．，2009；Ishak　et　a1．，2011）から、末梢器官において動物の心理状

態を客観的に評価するのに適していると考えられる。

　しかしながら、犬のOT濃度に関する研究は、獣医療における血中OT濃度の測定（01sson

et　al．，2003；Klarenbeek　et　al．，2007；Bergstro　et　a1．，2010）が主であり、平常時の血中OT

測定を行った研究すらほとんどないのが現状である。本研究部1章においても、血中にOT

を投与し、人為的に血中OT濃度を増加させたうえでの測定であるため、尿中OT濃度を犬

の心理状態を客観的に評価する非侵襲的なバイオマーカーとするためには、一般的に犬が

陽性感情を抱くような刺激やリラックスを促す刺激が犬の尿中OT分泌に与える影響を調

査し、測定する必要がある。

　過去の研究では先に述べた接触やマッサージなどの触覚以外にも、OTは人やラットにお

いてエネルギー代謝に関係しており、消化管ホルモンであるコレシストキニン投与により

迷走神経を活性化することで分泌が誘発されることから、食物摂取によって血漿OTが増加

すること（Vbrbalis　et　al．，1986）や、人やラットにおいて走運動や水泳により血漿OTの

分泌が促進される（：Landgraf　et　al．，1982；：Lang　et　al．，1983；Kasting　et　al．，1988）ことも

知られており、消化管や筋肉などへの刺激が遠心性迷走神経活動の並進を引き起こし、結

果としてOTが分泌される（Araki　et　al．，1984；Stock　and　Uvnas・Moberg，1988）と考えら

れている。また、犬をなでることを含んだ人と犬の相互作用後に、人と犬の両者の血漿中

OT濃度が増加したこと（Odendaal　and　Meintjes，2003；Handlin　et．　al．，2011）から、異

種間による触覚刺激を伴ったコミュニケーションに対しても呼応すると考えられる。

　これらの摂食や運動、なでるといった刺激は一般的な家庭犬の飼育において給餌や散歩、

日々のコミュニケーションとして日常的に飼い主をはじめとした人から提供される行為で

あり、犬のトレーニングにおいても強化子としてしばしば用いられることから、犬の陽性

感情を誘起させる重要な要素であると考えられる。なかでも、なでる行為は人が犬に与え
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る社会的報酬として学習効率に影響するとともに、心拍数や血圧を減少させ犬をリラック

スさせる効果があることが報告（Fonberg　et　al．，1981；Kostarczyk　and　Fonberg，1982；

Okamoto　et　al．，2009）されている。また、　OTは他者への信頼の形成、つがいの形成、愛

着、仲間の認知といった社会行動に関与し、個体の気質や行動に影響を与えていること

（Insel，1997；Uvnas・Moberg，1997；Lim　and　Ybung，2006；Bales　et　a1．，2007；GripPo　et

a1．，2009）が知られていことから、人から提供される食餌や運動、接触により犬のOT分泌

が促進されることで、人との円滑なコミュニケーションに関与し、しいては人と犬のいわ

ゆる「絆」の形成に寄与している可能性も考えられる。これまでのOTと陽性感情の関係を

調査した研究では、血液サンプルによるOT濃度の測定が主であった。しかしながら、本研

究第1章において、RIA法を用いることで犬の尿中OTの測定が可能であり、また血中OT

の尿中への排出時間は刺激開始から1時間であることが明らかとなったことから、犬の陽

性感情と尿中OTの関係性を調査することで、非侵襲的かつ客観的に心理状態を評価するこ

とが可能であると考えられた。

　一方で、視床下部や末梢におけるOTの増加は、ストレス反応である且PA軸の活動を抑制

すること（Neumann　et　a1．，2000；Neumann，2002；DeVries　et　al．，2003；Gibbs，2003）が

報告されている。泌乳動物においては、子どもの吸引刺激によって母親の中枢および末梢

のOTが増加することにより血中コルチゾール濃度が下がること（Chiodera　et　aL，1991；

Amico　et　a1．，1994；Heinrichs　et　al．，2001；Russell　et　al．，2001）が知られ、ラットにおい

ては、授乳によりOT分泌が促進ざれることで騒音（Windle　et　al．，1997）や強制的な水泳

（Walker　et　a1．，1995）、低温暴露（Adels　et　a1．，1986）といった様々なストレス刺激にお

けるHPA軸活動を鈍らせることが明らかになっており、人において授乳後に運動を行った

研究では、授乳により分泌されたOTが運動による血中ACTHとコルチゾールの増加作用を

減弱させるといった報告（Altemus　et　al．，1995）がある。これらの研究は、触覚刺激によ

りOT分泌が促進されることで王｛PA軸活動を抑制または減弱させ、種々のストレス反応を抑
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制または改善する効果があることを示している。

　そこで本章では、ラットや人においてOT分泌の報告があり、犬の陽性感情を誘起させる

ために重要な刺激である「摂食」、「運動」、「なでる」行為が、犬においてもOT分泌を促す

かどうか明らかにすることを第1の目的とした。また、現在犬の研究において客観的に個

体の状態を判断するために測定されているストレスマーカーであるコルチゾールとの関係

性を調査することで、犬のリラックスおよび陽性感情といった心理状態を客観的に評価す

る非侵襲的なバイオマーカーとしての尿中OT濃度測定の有用性を検討することを第2の

目的として実験を行った。
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方法

供試動物

　供試動物は一歳以上の成犬であり、一般家庭犬5頭および麻布大学介在動物学研究室で

飼育されている犬4頭の計9頭を使用した。犬の年齢は3．2±2．1歳（mean±S．D．）で

あり、健康的な問題を抱えてはいなかった。全ての犬は人からの声符で排尿するようトレ

ーニングされていた。供試犬の詳細はTable　2に示す。

　　　　　　　Table　2供試動物の詳細（犬種，性別，年齢）について

　　　　　　　　　　　　　犬種　　　　　　　性別　　　年齢

ゴールデン・レトリーバー

柴犬

ジャック・ラッセル・テリア

ジャーマン・シェパード・ドッグ

スタンダード・プードル

スタンダード・プードル

フラットコーテッド・レトリーバー

ミニチュア・シュナウザー

ラブラドール・レトリーバー

去勢オス

避妊メス

去勢オス

去勢オス

メス

去勢オス

避妊メス

避妊メス

オス

実験手順

　日常生活の刺激が犬の尿中OTに与える影響を評価するため、人やラットなどで血漿中

OT増加の報告がある「摂食」、「運動」、「マッサージ」を実施した。これらの刺激はOT増

加の報告がある刺激であるとともに、トレーニングにおいても一般的に強化子として使用

されることから、犬が本能的に陽性感情やリラックス、安心を抱くと考えられる。また、

コントロール実験としてOT増加の報告がない飲水を行った。

　全ての実験は飼い主以外の女性2名、男性1名の実験者のうちいずれか1名により行っ

た。実験者は各供試個体のことをよく知る人物であったが、飼い主や、犬の世話をする人
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物ではなかった。運動は15分間の走運動とし、個体ごとに運動量に差が生じないよう、常

に速歩で走ることを要求した。このとき実験者は犬に触れることはなく、最低限の声符の

みで速歩するように指示した。摂食は普段給餌しているドライフードを一日の必要摂取量

の半分与えた。実験は犬のペースでフードを食べるように行い、実験者が犬をせかす等の

行為は一切行わなかった。また、運動刺激と同様に犬に触れることはなかった。摂食実験

において全ての犬はフードを残すことはなかった。マッサージは犬を仰向けにし、犬のト

レーニングにおいてリラックスを目的として行われる、いわゆる「ホールディング」の状

態にした上で腹部を15分間なでた。このとき社会的な強化子の要因を取り除くため、実験

者からアイコンタクトや声符は一切行わなかった。飲水は最低50mlの水を飲むことを要求

した。刺激を与えた後、犬は直ちに安静にするため犬舎に入れた。これらの実験は犬が刺

激を連想しOTが分泌されることを避けるため、日常に行う散歩や給餌、運動の時間を避け

て行った。また、ドライフードのにおいや食器の音など刺激を連想させるものの準備は別

室で行い、陽性感情を誘起させないよう細心の注意を払った。

採尿

　第1章の結果に基づき実験開始2時間前までに犬に1度排尿させ、その後実験開始まで

犬舎内で安静にした。刺激実施直前に再度排尿させサンプルを採取し（Pre）、刺激開始か

ら1時間後採尿を行い、サンプルを得た（Post）。尿サンプルは4。C、3000回転／分にて

15分間遠心分離し、尿をチューブに分注し、分析まで一80。C以下で保存した。

尿中オキシトシン、尿中コルチゾール、尿中クレアチニンの測定

　尿中オキシトシン、尿中コルチゾール、尿中クレアチニンの測定は第1章と同様の手順

で行った。尿中OTおよび尿中コルチゾールはクレアチニン補正を用い表記した。また、ア

ッセイ間誤差を算出するため測定毎に同一尿サンプルの測定を行った。

32



統計解析

　各刺激の尿中OTおよびコルチゾールへの影響を考察するためWilcoxon　signed・ranks

testを用いPreおよびPostの統計解析を行った。

　なお、本実験は麻布大学実験動物倫理委員会の承認を受けている（承認番号：＃10・33）。
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結果

尿中OT濃度について

　Fig．4に各刺激前後における尿中OT濃…度を示した。飲水による尿中OTへの影響は見ら

れなかった（P＝0．31）。対照的に、摂食、運動、マッサージは有意に犬の尿中OT濃度を

増加させた（摂食Pく0．05；運動P＜0．05；マッサージP＜0．01）
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：Fig．4　飲水、摂食、運動、マッサージ前後における犬の尿中OT濃度

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を表している。

　　　　Wilcoxon　signed・ranks　test，　Pre四．　Post，＊＊p＜0．01，＊p＜0．05

34



尿中コルチゾール濃度について

　Fig．5に各刺激前後における尿中コルチゾール濃度を示した。飲水、運動、マッサージに

よる尿中コルチゾール濃度への影響は見られなかった（運動P＝0．38；飲水P＝0．08；マ

ッサージP＝0．42）が、摂食は有意に犬の尿中コルチゾール濃度を上昇させた（P＜0．01）。
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：Fig．5　飲水、摂食、運動、マッサージ前後における犬の尿中コルチゾール濃度

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を表している。

　　　　Wilcoxon　signedTanks　test，　Pre四．　Post，＊＊pく0．01
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考察

　本研究第1章ではOTを犬の静脈に投与し、人為的に血中OT濃度を上昇させたうえでの

尿中OT濃度がどのように変化するかについて検討した。第2章では日常生活の中で起こ

りうる状況においても犬の尿中OT濃度が上昇し、その変動がRIA法によって測定可能で

あるかどうか検討することを第1の目的とした。また、現在犬の情動を客観的に把握する

ために行われているコルチゾール濃度測定も合わせて実施し、尿中OT濃度測定の変化との

関係性を調査することで、犬の心理状態を客観的に評価する非侵襲的なバイオマーカーと

しての尿中OT濃度の変化の有用性を検討することを第2の目的とし、「摂食」、「運動」、「マ

ッサージ」を行い、各刺激前後における犬の尿中OT濃度の変動を測定した。

各刺激による尿中OT濃度の変化

　摂食、運動、およびマッサージは犬の尿中OT濃度を刺激前の濃度と比べて有意に増加さ

せた。これまでOT増加の報告がない飲水は、本実験においても尿中OT濃度に影響を与え

なかった。これらのことから、日常的な刺激によるOT分泌は、　R］［A法を用いた尿中OT

濃度測定を行うことで、非侵襲的にその変動をとらえられることが可能であった。また、

摂食、運動、マッサージによるOT濃度の増加は、各刺激前後に人やラットの血中OTの測

定を行った研究（：Landgraf　et　al．，1982；V6rbalis　et　al．，1986；Kasting　et　al．，1988；Turnef

et　al．，1999；Carter，2003；Miller　et　al．，2009）ときわめて類似した結果であり、犬におい

ても摂食、運動、マッサージの各刺激はOTの分泌を促進する刺激であることが明らかとな

った。

　摂食および運動は犬の陽性強化法を用いたトレーニングにおいて、報酬としてごく一般

的に用いられ、陽性感情を誘起させる強化子として使用されている。また、マッサージな

どのなでる行為は犬のトレーニングにおいて学習効率を改善させることから、社会的な報
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酬として機能し犬に陽性感情を抱かせることはもちろん、心拍数や血圧を減少させ犬をリ

ラックスさせる効果があることが報告（Fonberg　et　al．，1981；Kostarczyk　and　Fonberg，

1982；Okamoto　et　a1．，2009）されている。過去の人における研究では、　OTはリラックス

や安堵、陽性感情に関係していると示唆（Carter，2003；Uvnas・Moberg　et　a1．，2005；Miller

et　a1．，2009；Ishak　et　a1．，2011）されており、Turnerら（1999）は人の女性において陽性

感情に応じてOTが分泌されたことを報告していることから、本研究においても「摂食」、

「運動」、「マッサージ」は犬にリラックスや安堵、陽性感情を誘起させる刺激であったと

思われ、各刺激に応じて犬の尿中OTが有意に増加したことから、尿中OTは犬の陽性感情

を評価する非侵襲的なバイオマーカーとして有効である可能性が示唆された。

各刺激による尿中コルチゾール濃度の変化

　本実験において各刺激前後における尿中コルチゾール濃度は摂食のみで有意に増加する

ことが明らかとなった。一般的に摂食と運動は必要なエネルギーを供給するために糖新生

を増加させることから、結果的にコルチゾール濃度を増加させる刺激であること（Hartley

et　aL，1972；Davies　and　Few，1973；：Kato　et　a1．，1980，1984）が知られている。しかしなが

ら、本研究において運動刺激によって尿中コルチゾール濃度は上昇しなかった。この原因

として犬に与えた運動強度が関係している可能性が考えられた。Rojas　Vbgaら（2007）は

人において、低強度の運動では血中コルチゾール濃度に変化がないことを報告している。

このことから、本章で犬に与えた運動強度が犬のコルチゾールを分泌させるに至らなかっ

た可能性が考えられる。また、Rudolphら（1998）は人において、30分の走運動後に測定

されたコルチゾール濃度と運動中の快：・不快の感情を評価するFeeling　Scale　scores（very

bad・5ポイント～very　good＋5ポイントの範囲で評価）に：負の相関旭岳があったことを報

告している。つまり、肉体的な負荷がコルチゾール分泌に影響を与えるだけでなく、運動

そのものに対する感情もコルチゾール濃度に影響を与える一つの要因であるということで
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ある。本章で行った実験において、運動は強制的な走運動ではなく散歩や報酬としての遊

びを想定しており、犬が不快な感情を抱くような刺激とならないように設定しているため、

運動刺激前後の尿中コルチゾール濃度に差が見られなかったとも考えられた。

尿中OTと尿中コルチゾールの関連性および尿中OT濃度測定の有用性について

　人やラットにOTを投与すると、血漿中ACT且やコルチコステロン、コルチゾール濃度

は減少すること（Legros　et　al．，1987，1988；Petersson　et　a1．，1999）が知られ、授乳時の

OT分泌とHPA軸活動の関連を調査した研究においては、新生児の吸引刺激によってOT

分泌が促進されると、血中ACT且や血漿コルチゾール濃度が減少することから、OTはHPA

軸系のストレス反応を抑制する可能性が示唆されている（Adels　et　al．，1986；Chiodera　et

al．，1991；Amico　et　al．，1994；Altemus　et　a1．，1995；Walker　et　al．，1995；Nissen　et　al．，

1996；Windle　et　al．，1997；Heinrichs　et　al．，2001；Russell　et　al．，2001）。本章では運動刺激

により犬の尿中OT濃度が増加していることから、　OT分泌が促進されることにより且PA

軸活動に影響を与え、運動時のコルチゾール分泌を抑制した可能性も考えられた。

　一方で、摂食においては尿中コルチゾール濃度が増加していた。人やマウス、ラットρ

研究報告においては、OT分泌が促進されることによりHPA軸反応が抑制することが知ら

れているが、人と犬の相互作用後に犬の血中OTおよび血中コルチゾール濃度を測定した研

究（においては、犬の血中OT濃度が増加しているにもかかわらず血中コルチゾール濃度が

増加する傾向があり（Odendaal　and　Meintjes，2003）、　Handlinらの研究（2011）におい

て犬の血中OT濃度、血中コルチゾール濃度ともに有意に増加したと報告されている。これ

らの研究や本研究の摂食刺激においても前述のOT分泌によるHPA軸反応の減弱効果があ

った可能性も考えられることから、犬の陽性感情を評価する場合、コルチゾール濃度測定

単体での評価は難しいと考えられる。

　これらのことから、犬の陽性感情を評価するには、従来行われてきたストレス反応物質
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であるコルチゾール単体の測定よりも、尿中OT濃度による評価の方が適切であると考えら

れ、特に、HPA軸反応を伴わない、非ストレス下における評価においては尿中OTが有効

であることが明らかとなり、非侵襲的な犬の陽性感情を把握するバイオマーカーとしての

有用性が示唆された。
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結論

　本章では犬の陽性感情を誘起する刺激によるOT分泌への影響を調査した。その結果、人

から提供される日常的な刺激であり、トレーニングにおいて強化子として使用される「摂

食」、「運動」、「なでる行為」は犬の尿中OT濃度を有意に上昇させることが明らかとなった。

また、「摂食」、「運動」、「なでる行為」による尿中コルチゾール濃度は刺激により異なった

反応を示した。これらのことから、犬の陽性感情を評価する場合、従来行われてきたコル

チゾール濃度による評価ではなく、尿中OT濃度による評価が適切であると考えられ、犬の

心理状態を客観的に評価する非侵襲的なバイオマーカーとしての尿中OT濃度測定の有用

性が示唆された。
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牌3章．人・犬間の相互コミュニケーションによるOT変化

緒論

　人と動物の関わりにおいて、心臓疾患入院患者の退院1年後の生存率はペットの飼い主

が非飼い主と比べ高いこと（Friedmann　et　al．，1980）、犬を飼うことによって、高齢者の

病院への通院回数が明らかに減少すること（Siege1，1990）、ペットを飼育することは人の

健康に関する問題を減少および改善させること（Serpe11，1991）など、様々な研究により

動物が人に有益な効果をもたらすことが明らかにされてきた。これらの人が動物から受け

る恩恵は疫学的な調査が多く、評価は心理尺度によるもの（Gilbey　et　al．，2007；Souter　and

Miller，2007）が主である。また、生理指標を用いた客観的な評価でもカテコールアミンや

コルチゾールなどによるストレスの程度が軽減されたかどうかを判断する手法（Barker　et

al．，2005；Viau　et　a1．，2010）が主である。一部には、ペットの所有が血圧や心拍数などの

心血管系に影響を与えるといった生理学的な側面に焦点を当て報告している研究（Allen　et

a1．，2001，2002）もあるが、十分とは言い難い。

　また、犬の気質や情動の評価は、攻撃性や恐怖反応、新規刺激に対する反応など、人に

とって好ましくない反応を示す犬を選抜するために行われている（Beerda　et　aL，2003；

King　et　al．，2003）場合が多く、その評価法は行動テスト（Bosch　et　al．，2009；Ott　et　a1．，2009）

やボディーランゲージなどの行動観察（Abrantes，1987；Quaranta　et　al．，2007）による評

価が一般的である。これは人が犬に与える影響、つまり、人と犬のトレーニングや日々の

コミュニケーション等の関わりにおいても同様で、行動評価（Haverbeke　et　al．，2008）の

他に飼い主へのアンケート（Hsu　and　Sefpe11，2003）によるものが実施されているが、ア

ンケートの場合、飼い主が質問に対し正確に回答することが大前提であるため、両者の関

係がうまくいっていないことを他人に知られることを嫌がり、正確な評価ができない場合
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もあるといった問題点が挙げられる（Segurson　et　al．，2005）。また、生理指標を用いた研

究においても人の場合と同じくストレス反応物質を測定することによる評価法（Henllessy

et　al．，　1998，　2006；　CoPPola　et　al．，　2006；　Haubellhofer　alld　I（irchengast，　2007；

Menor・Campos　et　a1．，2011）が主に用いられている。しかしながら、両者の良好な関係性

を評価する場合など、非ストレス状況下における評価をストレス反応物質によって判断す

ることは適切ではなく、新たな評価法の確立が望まれている。

　本研究第2章より、人と同様犬においても陽性感情に応じてOTが増加すること明らか

となった。このことから、人と犬の関わりにおいても両者の陽性感情を評価するうえで尿

中OTが非侵襲的なバイオマーカーとして有効であると考えられ、両者の交流前後の尿中

OT濃度の変化が人と犬の良好な関係を評価する一助になると思われる。

　その一方で、近年のマウスやラットの研究から中枢へのOT投与は社会行動を増加させ

（Witt　et　al．，1992）、親和行動は血漿中OT濃度が増加するとともに増加すること

（Gingrich　et　a1．，1997）、ラットやアカゲザルにおいて脳脊髄液中のOT濃度と社会行動が

正の相関を示す（Wotjak　et　a1．，1998；Carter　et　a1．，2008；Maestripieri　et　al．，2009；

Maestripieri　et　a1．，2009；Ross　and　Ybung，2009；Feldman　et　a1．，2010）ことなどから、リ

ラックスやストレス軽減以外にも、げっ歯類におけるつがいの形成（Lim　and　Ybung，2006）

や哺乳動物の親子間や仲間の社会的認識（Nishimori　et　a1．，1996；Takayanagi　et　a1．，2005；

Ross　and　Ybung，2009；Rimmele　et　al．，2009；Strathearn　et　a1．，2009）、人において社会認

知に関与し信頼の形成に影響を与える（Kos色ld　et　al．，2005；Zak　et　al．，2007，2008；

H：urlemann　et　a1．，2010）、哺乳動物の母子間の愛着の形成（Carter　et　al・，1992；PanksepP・

1992；Carter，1998；Buchheim　et　al．，2009）、親和性行動の発現（Feldman　et　al・・2007；

Ditzen　et　al．，2009）といった社会行動の発現やいわゆる「絆」の形成に関与していること

が明らかとなり、他個体との関わりに密接に関係するホルモンであることが明らかとなっ

ている。
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　人においてはパートナーや配偶者との接触により血中OTが増加すること（Grewen　et　a1．，

2005）や、接触やぬくもりといった触覚刺激により分泌が促されること（Matthiesen　et　al．，

2001；Morhenna　et　al．，2008）が明らかにされ、　Holt・：Lunstadらの研究（2008）によると、

人においてスキンシップを意図的に増加させた群とそうでない群を比較すると、スキンシ

ップ増加群のOT濃度が有意に上昇し、コルチゾール濃度が低下していることを報告してい

る。Carter（1998）や、　Uvnas・Mobergら（1998，2003）はOTがリラックスや安堵に関

係すると述べているため、｝lolt・LunstadらはOT分泌の促進によりHPA軸反応の抑制や、

安堵やリラックスを促すことで、結果的に自律神経活動に影響を与え、ストレス反応を抑

制し、心臓保護作用を持つとしている（且olt・：Lunstad　et　al．，2008）。人と犬の関わりにお

いては、詳細な行動解析は行っていないものの、愛犬家が犬との相互コミュニケーション

を行った後では、両者の血漿中OT濃度が有意に増加した報告（Odendaal　and　Meintjes，

2003）があることから、OTによるストレス抑制効果は人が動物から受ける身体的および精

神的恩恵を説明する一助となる可能性がある。

　また触覚刺激以外にも、山羊においては臭覚刺激によりOTの分泌が促されること

（Hernandez　et　al．，2002）や、人の親子においてはSocial　vocalization（Seltzer　et　al．，2010）

や、自身の子供を視覚刺激として提示された時に血漿中OTが分泌されたこと（Strathearn

et　al．，2009）などから、　OTの分泌は様々な社会性の刺激により促進されることがわかって

いる。また、Nagasawaら（2009）は、犬との交流時に犬から飼い主への注視が長い群で

は、注視の頻度と飼い主の尿中OT濃度が強い相関関係を示すと報告している。　OTは相互

作用行動や愛着を促進させること（Carter，1998）から、犬からの視覚刺激が人のOT分泌

に影響を与え、異種間の親和行動やコミュニケーションにおいても作用し、双方の社会行

動を発現することで円滑な関係の構築に重要な役割を果たしていると考えられる。

　これら触覚および視覚刺激は、人と犬のコミュニケーションにおいても社会性の刺激と

して、ごく日常的に双方から馴せられるものであり、人と犬の関わりにおける双方の触覚

43



刺激や視覚刺激などによるOT分泌を明らかにすることは、動物が他個体から受ける身体的

および精神的な恩恵を明らかにするともに、異種間コミュニケーションの解明の一助とな

ると考えられる。

　そこで本章では、人と犬の自由な交流における双方の行動と、交流前後の尿中OTを評価

し、犬の陽性感情を評価するうえで、人と犬の関係の評価にもOTが非侵襲的なバイオマー

カーとして有用であるか検討することを第1の目的とし、さらに異種間コミュニケーショ

ンによるOTの役割を明らかにすることを第2の目的とした。
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方法

供試動物および対象者

　一般家庭犬25頭、および麻布大学介在動物学研究室で飼育されている犬5頭の計30頭

（雄：2頭、去勢雄：13頭、雌：4頭、避妊雌：11頭）と、その飼い主または主に犬を世

話する者30名（男性：6名、女性：24名）を対象として実験を行った。犬の年齢は4．7±

2．7歳（mean±S．D．）であり、人の年齢は36．6±13．7歳（mean±S．D．）であった。

人および犬に健康的な問題を抱えているものはいなかった。

実験準備

　被験者は実験当日にお茶やコーヒーなどのカフェインを含んだ製品の摂取は控えてもら

い、喫煙も禁止した。本章では第1章および第2章の結果を踏まえ、犬、人ともに飲食を2

時間前より禁止とした。人は実験開始1時間前までに排尿し、その後は安静にしてもらっ

た。犬は頻回採尿であるため実験開始2時間前までに排尿させ安静にした。

実験：手順

　実験は麻布大学7号館306教室で行った。実験室内には、椅子1脚、記録用のビデオカ

メラ1台を設置した。実験は20分間の安静①、30分間のイヌとの交流、30分間の安静②

で構成され、被験者は実験室に到着後、安静①の間にアンケートおよび犬に対する愛着を

測るLexing七〇n　Attachment　to　Pets　Scale（LAPS）と飼い主の気分、感情を測定するProfile

ofMood　States（POMS）短縮版の2種の心理指標に回答した。両尺度ともに詳細は下記に

示す。安静②の間、犬は別室で安静にし、待機させた。交流は30分間とし、飼い主は実験

室中央付近に置かれた椅子に座り、立ち上がることを禁止された。犬は実験室内に放し、

飼い主と犬が全く交流をしないという事態を避けるため、5分毎に「スワレ」の指示を出し
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てもらった。また、抱きかかえるなど物理的に犬を拘束する行為は禁止した。それ以外の

犬に話しかける、指示を出す、なでるなどの行為は飼い主の自由にした。交流時の両者の

行動記録はビデオ（gigashot　R60　GSC・R60，　TOSHIBA　CORPORATION，日本）を用いて

記録した。交流後の安静時に飼い主には再びPOMS短縮版に回答してもらった。

犬
人

排尿 採尿 採尿

飲食の禁止120分 安静（20分）
交流（30分）

T分毎にスワレ

安静（30分）

oOMS短縮版飲食の禁止60分 飲食の禁止60分
安静（20分）LAPS

oOM5短縮版

爾
　　　　　　　　　排尿

Fig．6　実験の流れとサンプル採取について

採尿 採尿

：Lexington　Attachment　to　Pets　Scale：：LAPS

　工APSはJonso11ら（1992）によって1992年に開発されたペットに対する愛着を測定す

る心理尺度である。LAPSは全23項目の質問で構成され、「まったくそう思わない」「あま

りそう思わない」「ややそう思う」「たいへんそう思う」の4段階で評価する。得点範囲は0

点から69点であり、合計得点が高いほどペットへの愛着が強いことを示す。

Prof逓e　of　Mood　States（POMS）短縮版

　POMS短縮版は30項目からなる気分、および感情の変化を測定する尺度であり、65項

目から成るPOMSと同様の測定結果が得ることができる。短時間で変化する気分、感情の

変化を測定することが可能であり、65項目版と比較してもより簡便に対象者の変化を的確

に把握し、介入効果を損なうことなく測定できることが特徴である。POMS短縮版は、各

5項目ずつから成る「緊張一不安（Tension・Anxiety）」、「囲うつ一落込み（Depression－

Dejection）」、「怒り一敵意（Anger・Rostility）」、「活気（Vigor）」、「疲労（Fatigue）」、「混
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乱（Confusion）」の6つの下位尺度から構成され、対象者は「まったくなかった」、「すこ

しあった」、「まあまああった」、「かなりあった」、「非常にあった」の5．段階（0～4点）か

らひとつを選択する。6つの気分尺度ごとに得点を合計し、評価に用いる。

POMS短縮版30項目と下位尺度
下位尺度 質問項目

緊張一不安

抑うつ一落ち込み

怒り一敵意

活気

疲労

混乱

気がはりつめる

落ち着かない

不安だ

緊張する

あれこれ心配だ

悲しい

自分がほめられるに値しないと感じる

がっかりしてやる気をなくす

孤独で寂しい

気持ちが沈んで暗い

怒る

ふきげんだ

めいわくをかけられて困る

はげしい怒りを感じる

すぐかっとなる

生き生きする

積極的な気分だ
精力がみなぎる

元気がいっぱいだ

活気がわいてくる

ぐったりする

疲れた

へとへとだ

だるい

うんざりだ

頭が混乱する

考えがまとまらない

途方に暮れる

物事がてきぱきする気がする

どうも忘れっぽい
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行動解析

　両者の行動は30分間ビデオ録画されていたが、実験後半において、多数の犬が「横たわ

る」、「寝る」などの休息行動を示し、飼い主との交流は見られなかった。これは、実験設

定の参考にしたNagasawaらの研究（2009）と同様であり、犬と飼い主のコミュニケーシ

ョン行動が実験開始5分間に限られていたことから、交流開始から5分間の人からの発話

回数、人から犬への接触時間および回数、犬から人への注視時間および回数を測定し、解

析に用いた。

尿サンプルの採取

　両者の尿サンプルは安静①の直後および安静②の直後に行った。採取した尿は第1章お

よび第2章と同様に4℃・1600g・15分間の遠心分離後、尿の上澄みを得て1．5mlチュー

ブに分注し、測定まで一80℃で凍結保存した。

尿中OT濃度測定

　尿サンプルは第1章および第2章と同様の方法を用い抽出した。第3章では抽出後、真

空ポンプを用い、真空状態で遠心することで蒸発乾固しサンプルを得た。その他の手順は

第1章および第2章と同様である。

統計解析

　本章では交流前後の犬および人の尿中OT濃度、および尿中コルチゾール濃度、交流中の

犬と人の行動、：LAPS、　POMS短縮版の分析のために、　Smirnov－Grubbs’test、Two・factor

repeated　measure　ANOVA、　Bonfbrroni補正、　Ward法を用いた階層的クラスター分析、

Mann－Whitney曾s　U・test、　Spearman’s　rank　correlation　coef丘cient、Wilcoxon

signed・ranks　test、主成分分析、強制投入法を用いた重回帰分析を行った。統計ソフトは
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OMS　Statce12（オーエムエス出版，日本）および、　SPSS　14．O　for　Windows（SPSS　Inc・，

Illinois）を用いて行った。

　なお、本実験は麻布大学実験動物倫理委員会の承認を受けている（承認番号：＃10・33）・
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結果

　RIA法によるOT濃度測定の最低測定感度は第1章および第2章と同様に4．50P9／m1で

あった。アッセイ内誤差は5．23％であった。EIA法による尿中コルチゾール濃度測定の最

低感度は138ng／dしであり、アッセイ内誤差は3．41％、アッセイ間誤差は3．11％であった。

尿中OT濃度の性差について

　交流前後における犬および人の尿中OTをTwo－factor　repeated　measure　ANOVAおよび

Wilcoxon　signed・ranks　test、　Bon艶rroni補正を用いて比較検討を行った。なお、対象犬2

頭および対象者1名は、尿中OT濃度が他個体よりも高く、Smirnov・Grubbs’testにより

外れ値と判定されたため除外した。その結果、犬（F（1，26）＝0．53，p＝0．47）、人（F（1，27）＝1．80，

p＝0．19）ともに性別による濃度の違いは見られなかった。これらのことより以後、統計

処理に性別の要素は考慮しないこととした。
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Fig．7　交流前後における犬の尿中OT濃…度の変化

　　　　Two一魚ctor　repeated　measure　ANOVA、　Wilcoxon　signedTanks　test、および

　　　　Bonfbrroni補正　F（1，26）＝0．53　p＝0．47
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Fig．8　交流前後における人の尿中OT濃度の変化　　（mean±S．E．）

　　　　Two一刀ctor　repeated　measure　ANOVA、　Wilcoxon　signedTanks　test、および

　　　　Bonfbrroni補正　F（1，27）＝1．80　p＝0．19

犬の注視時間と人からの接触時間によるクラスター分析

対象犬の飼い主に対する注視時間をヒストグラムにしたところNagasawaらの研究

（2009）と同様に100秒前後を境に2っのピークに分けられることが明らかとなった。
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Fig．9　交流時開始5分間における犬の飼い主に対する注視時間

また、犬とその飼い主の愛着の形成と維持は相互のコミュニケーション行動と関連があ
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ると考えられていること（Vbith，1985；Albert　and　Bulcrofむ，1987）から、人から犬へのコ

ミュニケーション行動として「飼い主から犬への接触時間」を抽出し、犬からの注視時間

とともにWard法を用いた階層的クラスター分析を行った。その結果、対象者と対象犬の組

み合わせば、グループ1（n＝21，雄2頭、去勢雄9頭、雌4頭、避妊雌7頭、年齢4．1±

0．6歳、人：男性5名、女性16名、年齢36．6±3．3歳）とグループ2（n＝9，犬：去勢

雄5頭、避妊雌4頭、年齢：5．9±0．7歳、　人：男性1名、女性8名、年齢36。6±4．0

歳）の大きく2つのグループに分けられることが明らかとなった。この2つのグループの

年齢は犬、人ともに有意な差はなかった。
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：Fig．10　階層的クラスター分析による「犬の飼い主に対する注視時間」と「人から犬への接触

　　　　時間」のデンドログラム
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　階層的クラスター分析の結果をもとに、Mann－Whitney’s　U・testを用いて両グループの

行動の比較を行った。その結果、「犬から飼い主への注視時間」はグループ2が有意に長い

ことが明らかとなった（P＜0．01）。また、両グループの「飼い主から犬への接触時間」に

おいてもグループ2が有意に長く、グループ2は人、犬ともに相手に対しコミュニケーシ

ョン行動を長くとることが明らかとなった（P＜0．01）。これらのことから、グループ1を

低コミュニケーショングループ（Low　Communication　Group：以下LC）、グループ2を高

コミュニケーショングループ（且igh　Communication　Group：以下HC）とした。

　　　　　　　（秒）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊041

021

001

0

HC LC

Fig．11　HCグループと：LCグループの交流時「犬から飼い主への注視時間」の比較

　　　　各バーは下から：最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を

　　　　表している。

　　　　Mann－Whi七ney’s　U・test＊＊p＜0．01
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Fig．12　HCグループとLCグループの交流時「飼い主から犬への接触時間」の比較

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を

　　　　表している。

　　　Mann－Whitney’s　U・test＊＊p＜0．01

各グループの行動について

　H：CグループおよびLCグループの両グループ間において、「犬から飼い主への注視回数」、

「飼い主から犬への声をかける回数」、「飼い主から犬への接触回数」の比較を

Mann－Whitney・s　U・testを用いて行った。その結果、「犬から飼い主への注視回数」および

「飼い主から犬への声をかける回数」、「飼い主から犬への接触回数」はHCグループが有

意に多いことが明らかとなり、H：Cグループは：LCグループと比べコミュニケーション行動

の頻度も多いことが明らかとなった（p＜0．01、p＜0．05、p＜0．05）。
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：Fig．13　HCグループと：LCグループの交流時「犬から飼い主への注視回数」の比較

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を表している。

　　　　Mann－Whitney’s　U・test＊＊p＜0．01
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Fig．14　H：CグループとLCグループの交流時「飼い主から犬への声をかける回数」の比較

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を表している。

　　　　Mann－Whitney’s　U・test＊＊p＜0．01
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Fig．15　HCグループと：LCグループの交流時「飼い主から犬へのi接触回数」の比較

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を

　　　　表している。

　　　　Mann－Whitney’s　U・test＊p＜0．05

交流時行動および尿中OT濃度の相関について

　Table　3に交流時の人および犬の行動と尿中OTの交流前後の変化率の相関関係を示した。

尿中OT濃度は（post／pre）を算出し、変化率として使用した。人の尿中OT変化率にお

いて、犬の尿中OT変化率および犬からの注視時間と正の相関が見られた。また、飼い主か

ら犬へ声をかける回数は飼い主から犬への接触回数と、犬から飼い主への注視時間は犬か

ら飼い主への注視回数、飼い主からの接触時間、飼い主からの接触回数と、犬から飼い主

への注視回数は飼い主からの接触回数と、飼い主からの接触時間は飼い主からの接触回数

と正の相関を示すことが明らかとなった。
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Table　3交流時の行動および尿中OT濃度の相関

Sp・a・man’s　rank・・rrelati・n・・e笛・i・nt　NS－N・Signi5・ant

尿中OT
i人）

ﾏ化率

尿中OT
i犬）

ﾏ化率
声かけ

犬の注視

條ﾔ
犬の注視
�

人からの

ﾚ触時間
人からの

ﾚ触回数

Correlation 0．42尿中OT（犬）

ﾏ化率 Sig． p〈0．05

Correlation

声かけ
Sig．

NS NS

Correbtion 0．39 0．38犬からの

克去條ﾔ Sig． p〈0．05 pく0．05
NS

犬の注視
�

Correlation 0．70

Sig．

NS NS NS
P〈0．01

Correiation 0．53人からの

ﾚ触時間 Sig。

NS NS NS
p＜0．01

NS

Correlation 0．40 0．38 0．39 0．70人からの

ﾚ触回数 Sig．

NS NS
p〈0．05 p〈0．05 p〈0．05 P〈0．01

Correlation

LAPS
Sig．

NS NS NS NS NS NS NS
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Fig．16　犬の尿中OT濃度の変化率と人の尿

　　　　中OT濃度変化率の相関

　　　　rs＝0．42，　p＜0．05

Fig．17　犬からの注視時間と人の尿中OT濃

　　　　度変化率の相関

　　　　rs＝0．39，　p＜0．05
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Fig．18　犬からの注視時間と犬の尿中OT濃1

　　　　度変化率の相関

　　　　rs＝0．38，　p＜0．05

両グループの尿中OT濃度について

　交流前後における両グループの尿中OT濃度について比較を行ったところ、　HCグループ

では犬、人ともに交流後の尿中OT濃度が有意に高い値を示した。（p＜0．05、　p＜0．01）。

LCグループでは人の尿中OT濃度に変化は見られなかったが、犬の尿中OT濃度は有意に

低下していた（p＜0．05）。
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Fig．19　EcグループとLCグループの交流前後の犬の尿中OT濃度の比較

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を表している。

　　　　且Cグループにおいて有意な上昇が見られ、LCグループでは有意な低下が見られた。

　　　　Wilcoxon　signedTanks　test＊p＜0．05
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Fig．20　H：Cグループと：LCグループの交流前後の人の尿中OT濃度の比較

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四才位、および最大値を表している。

　　　　H：Cグループにおいて有意な上昇が見られた。

　　　　Wilcoxon　signedTanks　test＊＊p＜0．01
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両グループの尿中コルチゾールについて

交流前後における両グループの尿中コルチゾールについて比較を行ったところ、人にお

いては両グループともに交流後に低下することが明らかとなった（H℃　p＜0．05、LC：P

＜0．01）。犬においては両グループともに交流前後に違いは見られなかった。
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Fig．21且。グループと：LCグループの交流前後の犬の尿中コルチゾール濃度の比較

　　　　各バーは下から最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を表している。

　　　　両グループとも変化はなかった。Wilcoxon　signed・ranks　test
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Fig．221｛CグループとLCグループの交流前後の人の尿中コルチゾール濃度の比較

　　　　各バー・は下から：最小値、第1四分位、中央値、第3四分位、および最大値を表している。
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POMS短縮版LAPSおよびについて

　Table　4に両グループのPOMS短縮版の結果を示した。　HCグループは交流前後における

緊張・不安が、LCグループは緊張・不安がおよび混乱の項目において有意に低下していた。

なお、活気の項目においてTwo・factor　repeated　measure　ANOVAおよびWilcoxon

signedTanks　test、　Bon免rroni補正を用いて比較検討を行ったところ、交流前後において

HCグループは交流前、交流後ともにしCグループと比べ有意に高い値を示していた。

Table　4交流前後における両グループのPOMS短縮版の比較

Wilcoxon　signedTanks　test　＊p＜0．05、＊＊p＜0．01

　　　　　　　　　　　　HC LC

Pre Post Pre Post

緊張　3．0（0．0－9．0）　1．0（O．0－5．0）＊

抑留　　2．O（0．0－7．0）　0．0（0．0－4．0）

怒り　　　0．0（0．0－3．0）　　0．0（0．0－1．0）

活気　　10．0（3．0－19．0）10．0（4．0－19．0）

疲労　　4．0（0．0－15．0）　1．0（0．0－9．0）

混乱　　5．0（2．0－8．O）　3．0（1．0－6．0）

4．0（O．0－13．0）

！．0（0．0－9．0）

0．0（0．0一一4．0）

5．0（0．0－16．0）
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：Fig．23　HCグループと：LCグループの交流前後のPOMS短縮版の活気項目の比較

　　　　V職1coxon　sig：ned・ra：nks　test　　＊P＜0・05、　＊＊P＜0・01
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尿中OT濃度の変化率と行動の関わりについて

　交流時の両者の行動が犬の尿中OT濃度に与える影響を明らかにするため、犬の尿中OT

変化率と、交流時の犬および人の行動間で強制投入法を用いた重回帰分析を行った。なお、

犬から飼い主への注視時間は犬から飼い主への注視回数と、飼い主からの接触時間は飼い

主からの接触回数と多重共心性が認められため、事前に主成分分析を用いて合成変数を求

めた。主成分分析の結果、注視に関わる要因および接触に関わる要因ともに第一主成分の

みで累積寄与率が80％を超えたことから、第一主成分のみを使用した。その結果、「接触に

関わる要因」が抽出された。重相関係数は0．57であり、決定係数R2は0．32であった。分

散分析表および、変数についてはTable　5に示す。

　　　　　Table　5犬のOT変化率を目的変数とした重回帰分析の結果

偏相関係数

注視に関わる要因

接触に関わる要因

人から犬への声かけ回数：

0．34

0．44＊

一〇．28

重相関係数R

決定係数R2

0．57＊

0．32＊

＊p＜0．05

F（3．24）＝3．78，p＜0．05

　交流時の行動が人の尿中OT濃度に与える影響を明らかにするため、人の尿中OT変化率

と、交流時の犬および人の行動および事前のアンケートの結果（LAPS）を用いて強制投入

法を用いた重回帰分析を行った。接触に関わる要因、注視に関わる要因は犬のOT変化率を

目的変数とした重回帰分析と同様の合成変数を使用した。その結果、注視に関わる要因・

人から犬への声かけ回数、LAP　S、が抽出された。重相関係数は0・64であり・決定係数R2

は0．41であった。分散分析表および、変数についてはTable　6に示す。
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Table　6　人のOT変化率を目的変数とした重回帰分析の結果

偏相関係数

人から犬への声かけ回数

LAP　S

注視に関わる要因

接触に関わる要因

一〇．38＊

0．38＊

0．48＊＊

0．28

重相関係数R

決定係数R2

0．64＊＊

0．41＊＊

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01

F（3．24）＝＝4．00，p＜0．01
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考察

　本章では、人と犬の交流時の行動と、双方の交流前後の尿中OTの変動を評価することで、

両者が良好な関係であるかどうかを客観的に評価し、人と犬の相互コミュニケーションに

おけるOTの役割を明らかにすることを目的とし実験を行った。

尿中OTの性差について

　本研究では交流前後における尿中OT濃度に、犬、および人の双方において性差は見られ

なかった。犬との交流前後の人の血漿中OT濃度を測定したMillerらの研究（2009）では

女性のOT濃度は上昇し、男性は減少するため、性差が存在すると報告しているが、個々の

データを見ると、女性においても減少している人や、男性においても上昇している人がい

る。また、人および犬の行動解析を行っていないため、双方の接触などのコミュニケーシ

ョンによる影響が考慮されていなかった。一方、Odendaalらの研究（2003）において、被

験者は男性、女性の双方おり、犬も雌雄が実験に使用されているが、性差については報告

されていない。Nagasawaらの研究（2009）においても性差は報告されておらず、犬から

の飼い主に対する注視が長いグループにおいて、注視の頻度と飼い主の尿中OT濃度が強い

相関関係を示していことから、本研究においても尿中OTの変動は性別による差ではなく、

交流時の双方の行動が影響している可能性が考えられた。

交流時の行動について

　Nagasawaらの研究（2009）と同様に「交流時開始5分間における犬の飼い主に対する

注視時間」を元にヒストグラムを作成すると100秒前後を境に大きく2つのグループに分

けることができた。また、犬と飼い主の愛着形成とその維持には相互コミュニケーション

と関係があることが示唆されているため（Vbith，1985；Albert　and　Bulcrofむ，1987）、「人か
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ら犬への接触時間」と「犬の飼い主に対する注視時間」を抽出し、階層的クラスター分析

を行った。その結果、被験者と犬の組み合わせば大きく2つのグループに分けられること

が明らかとなった。このグループ問の行動を比較検討すると「犬の飼い主に対する注視時

間」、「飼い主から犬への接触時間」、「犬の飼い主に対する注視回数」、「飼い主から犬への

声をかける回数」、「飼い主から犬への接触回数」がいずれも有意に多く、コミュニケーシ

ョン時間が長く、頻度が多いHCグループと、コミュニケーション時間が短く、頻度の少

ないLCグループに分けられることが明らかとなった。グループ毎の尿中OT濃度を交流前

後で比較すると、HCグループにおいて犬、人ともに上昇することが明らかとなり、対して、

LCグループでは犬のOT濃度が有意に低下していた。これらのことから、両グループの交

流時の行動の違いがOT分泌に影響を与えた可能性が考えられた。人の母子間において、注

視は愛着における重要な要素であり（Dickstein　et　al．，1984）、養i育者の関心を引くための

愛着行動である。また、養育者は子供の注視を自身への合図と解釈し、子供へ接近しよう

と試みる（Meins，1997）とされている。本研究においても、犬の注視回数と飼い主からの

接触時間および接触回数に相関が見られたことから、人・犬間においても犬の注視が愛着

行動として作用していると考えられた。

犬の尿中OTと行動の関わり

　犬の尿中OTの変化率と交流時行動およびの重回帰分析の結果から、犬においては「飼い

主の接触に関わる要因」が犬の尿中OT濃度を上昇させる重要な要素であることが明らかと

なった。グループ別に見ると、HCグループは：LCグループと比べ有意に人からの接触時間

が長く、接触回数も多かった。本研究第2章においてマッサージが犬の尿中OT濃度を上

昇させたことや、過去の研究では、人においてパートナーや配偶者との接触により血中OT

が増加すること（Grewen　et　al．，2005）、接触やぬくもりといった触覚刺激によりOT分泌

が促されること（Matthiesen　et　al．，2001；Morhenna　et　al．，2008）が報告されていること
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から、交流時の人の接触が犬のOT分泌を促進させた可能性が示唆された。また、ラットに

おいて脳脊髄液中のOT濃度上昇とともに社会行動が増加する（Haller　et　al．，1996）、血漿

OT濃度の上昇によりハタネズミの親和行動が増加する（Gingrich　et　al．，1997）、ラットの

中枢へのOT投与は社会行動を増加させること（Witt　et　a1．，1992）が明らかとなっており、

OTが近接や接触行動に影響を与え（Gordon　et　a1．，2011）、　social　attachmentを含めた社

会行動を促進するとされている（Carter，1998）。さらに、　OTを鼻腔内投与すると注視の持

続時間が長くなったり、回数が増加するとの報告（Guastella　et　a1．，2008）もあり、人との

接触により上昇した犬のOTが、再び人への注視や近接を促すと考えられた。また、学習の

面においても、飼い主を注視することによって得られた人からの接触が、犬の陽性感情を

誘起し、報酬として働く（Fonberg　et　a1．，1981；Kostarczyk　and：Fonberg，1982；Okamoto

et　al．，2009）ことにより、さらに近接や人への注視を強化すると考えられ、　OT分泌が促進

されることで、両者の行動がポジティブ・フィードバックとして作用していると考えられ

た。さらに、異種間コミュニケーションにより犬のOTの分泌が促進されたことから、人・

解明において円滑にコミュニケーションを成立させるためには、犬のOT分泌の促進が必要

不可欠であると考えられた。

人の尿中OTと行動の関わり

　尿中OTの変化率と交流時行動およびアンケート間の重回帰分析の結果から、人において

は「犬から飼い主への注視に関わる要因」、「：LAP　S」、「飼い主から犬への声をかける回数」

が尿中OTを上昇させる要素であることが明らかとなった。　Nagasawaら（2009）は犬の

注視が飼い主との社会的な絆を形成する上で重要な要素であるとしており、人においても

母親に自身の子供の顔を提示すると、視床下部のOT関連領域が活性化し、末梢にOTが分

泌されることで愛着形成に関わることが明らかとなっている（Stratheam　et　al．，2009）。

さらに、OTは母子間の近接や接触行動に影響を与ることで子育てを促進させ（Gordon　et
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al．，2011）たり、副交感神経系活動を充製し、社会的な結び付きを促進する（Bos　et　al．，2011）

ことから、実験前後で尿中OTが有意に増加したHCグループでは、犬に対する接触が多

かったと考えられる。また、このOT分泌システムとドーパミン作動性の脳内報酬系回路が

関連していることが示唆されていること（Strathearn　et　a1．，2009）から、人・犬間におい

て、犬の注視が人の報酬多回路を活性化させ、犬に対する接触行動を発現させる動機付け

の重要な要因となったと考えられた。

　さらに、人においてはLAPSの結果が尿中OTに影響を与えていることから、犬に対す

る愛着の度合いも関連することが明らかとなった。Garrityら（1989）や、　Boldtら（1992）

は動物を飼育することで得られる心理社会的効果や健康面の効果は、動物との間に形成さ

れた絆の程度に影響するとしており、この愛着の度合いが人のOT分泌に影響を与えたと考

えられた。一方、「飼い主から犬への声をかける回数」はOTと負の相関関係にあった。こ

れは本章の実験環境が影響したものと考えられる。交流時に人は椅子に座ったままであり、

犬へ近づくことができないため、飼い主は犬の注意を引くためには声をかけるしか手段が

なかった。この発声に対し、犬が反応することで、注視や接近および飼い主からの接触が

あれば、行動連鎖により注視、接触が増加すると考えられるが、犬が反応しないとOTを増

加させる要素である注視や接触の機会が奪われるだけでなく、何度も犬を呼ぶなど悪循環

に陥ってしまうためだと考えられた。また今回、行動観察において「言葉の意味」や「指

示の成功率」は考慮しなかった。これは、犬の学習が、人のからかけられた言葉に対しど

の程度成立しているかが不明確であることと、映像からの行動観察で言葉の意味を理解し

ているかどうか判断ができないためである。例えば、ある言葉を人が犬にかけるとき、人

は犬が指示や言葉の意味を理解していると思っている。しかしながら、犬がかけられた言

葉を学習しておらず、コミュニケーションが成立しない場合、人は犬に対しさらに言葉を

かけることになる。このような声かけの増加が悪循環を生む要因であった可能性も考えら

れた。また、犬と同様人においても異種間コミュニケーションにおいてOTの分泌が促進さ
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れたことから、人・犬間の絆の形成にはOT神経系を介した生物学的絆形成メカニズムが存

在する可能性が示唆され、人・犬間における円滑なコミュニケーションの成立には、双方

のOT分泌の促進が必要不可欠であると考えられた。

犬および人の尿中コルチゾールについて

　尿中コルチゾールは犬においては両グループとも変化が見られず、OTが上昇していた

HCグループにおいてもコルチゾール濃度が減少することがなかった。加えて、実験に参加

した犬は、実験前の安静時に落ち着いており、暴れることはなかった。このことから、Pre

のコルチゾール濃度は非ストレス状況下を表すものであり、犬においてはOTがコルチゾー

ルのベースラインを下げることはないと考えられた。

　人においては両グループともに尿中コルチゾールの有意な低下が見られた。過去の研究

では犬とのふれあいが、人のコルチゾールを減少すること（Odendaal　and　Meintjes，2003；

Barker　et　al．，2005；Handlin　et　al．，2011）が報告されている。また、　POMS短縮版は緊張・

不安の項目は両グループとも、混乱の項目はしCグループにおいて低下していたことから、

犬とのふれあいが一定の安心やリラックスをもたらし精神的な恩恵をもたらしたと考えら

れる。しかしながら、実験前の飼い主の尿中コルチゾール濃度が高かった要因として、実

験という設定自体が人の精神的な負荷となりコルチゾール濃度に影響を与えている可能性

が考えられた。また、飼い主には事前に交流時の指示の成功率は実験に関係がないことを

伝えていたが、飼い主と犬が全く交流をしないという事態を避けるため、5分毎に「スワレ」

の指示を出してもらっていた。これが、実験前の緊張とつながり、その緊張から解放され

ることでPOMSの緊張・不安の項目が両グループで低下した可能性が考えられた。これら

のことから、非ストレス状況下ではコルチゾール単体での関係性の評価では不完全である

と考えられた。
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非侵襲的なバイオマーカーとしての尿中OT

　犬において、尿中コルチゾールは両グループとも変化がなかった。これは、本実験は飼

い主との交流であるため、犬にとって過度のストレス刺激ではないと考えられる。しかし

ながら、第2章で陽性感情と関連のあったOTがしCグループにおいては変化しなかったこ

とから、本章における飼い主との交流は快刺激でも、不快刺激でもなかったと考えられた。

一方、飼い主との交流が：LCグループと比べ有意に多かったHCグループでは尿中OTが有

意に増加していたことから、飼い主とのコミュニケーションにより陽性感情を抱くことで

OTが分泌されたと考えられた。これらのことから、人と犬の交流時に、人および犬の陽性

感情を評価する上で、コルチゾール単体では不十分であり、併せて尿中OTを測定すること

でより詳細な両者の関係性が評価できると考えられ、尿中OTが非侵襲的なバイオマーカー

として有用であることが明らかとなった。
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結論

　犬と人のコミュニケーションにおいて、犬からの注視が愛着行動として作用し、両者の

OT分泌を促すことで、コミュニケーションをより一層促進するものであることが明らかと

なった。また、犬と飼い主の関係性をおよび陽性感情を評価するうえで、従来行われてき

たストレス反応物質の測定ではなく、双方の尿中OTを測定することが有効であることが明

らかとなり、尿中OTの非侵襲的なバイオマーカーとしての有用性が明らかとなった。
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総合考察

　本研究では様々な動物種において社会行動や陽性感情に関係することが明らかとなって

いるOT分泌を犬において調査することで、犬の陽性感情について生理学的なアプローチを

試みるとともに、最も古く家畜化され、「人の最良のパートナーである」といわれる犬と人

の異種間コミュニケーションにおけるOTの役割を明らかにすることを目的として実験を

行った。

　これまで、犬の心理状態を把握するためには、犬の行動から推察する、もしくはストレ

ス反応物質の測定から彼らの心理状態を推察することが主であった。これらの手法は行動

観察に高い洞察力が必要であったり、非ストレス状況下においては評価が難しい等の問題

点が挙げられている。犬のOT測定は、血漿を用いた測定が報告されているのみだが、サン

プル採取の負担を考慮すると適切な方法であるとは言えない。一般的な犬の飼育において、

しっけの一環としてトイレトレーニングが浸透しており、尿採取はほとんどの個体でそれ

ほど困難ではないため、OTを家庭犬を含めた犬の情動指標として適応する場合、尿による

測定が最もふさわしいと考えられた。

尿中OT測定

　本研究ではOTを犬の血中に投与し、尿への排泄時間の検討を併せて行うことで、犬の尿

中OT濃度の測定を試みた。　OT測定は主にHP：LC、　E］［AあるいはR］［A等の方法で行われ

ている。本研究でも事前実験として市販のEIA　kitを用いOT測定を行ったところ、血中

OTが投与量と比較し約4倍もの測定値が得られたことや、同一サンプルを同条件下で測定

したにも関わらず、測定値にかなり開きがあったことから、E仏では正確な測定ができて

いないと考えられた。ラット血漿中OT濃度を測定したHiguchiらのR］A測定法（1982）

を用いることで、血漿中OTにおいては理想的な測定値がえられた。しかしながら、尿中
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OTは第2抗体による沈殿の形成がスムーズにされず、正確な測定には至らなかった。尿は

タンパク質や塩素、ナトリウム、カリウム、マグネシウム、リン酸などの様々な成分が含

まれ、これら尿中成分が影響し、抗原抗体反応が正常に起こらなかったと考えられた。そ

こでC18カラムを用い抽出することで、この問題を回避し測定を可能にした。この手法は

第3章における人尿中OT濃度の測定にも有効であった。また、犬の血中OTの尿への排泄

時間は刺激から1時間後であることが明らかとなったことから、本研究により社会行動や

陽性感情などと関係する犬のOTを非侵襲的に評価ができることが明らかとなった。尿中

OT測定は動物を殺すことなくサンプルを得られるため、長期にわたる継続的なサンプル採

取が可能であり、犬以外の動物でも有効であると考えられる。

様々な状況への応用

　第2章では陽性感情の指標として尿中OT濃度を用いることが可能であるか検討するた

め、一般的に犬が陽性感情を抱く「摂食」、「運動」、「マッサージ」を刺激として与え、犬

の尿中OT濃度に与える影響を調査した。その結果、人やその他の動物で血中OT濃度を測

定した研究ときわめて類似した結果を示すことが明らかとなった。このことから、犬の陽

性感情を評価する上で、尿中OT濃度の変動が有効なバイオマーカーであることが明らかと

なり、従来のストレス反応物質を測定することでは判断の難しかった非ストレス状況下に

おいて、犬のリラックスや安堵などの陽性感情を客観的に評価することを可能にした。こ

れらのことから、動物の心理状態を把握するために行われてきたコルチゾール測定などと

併せて、尿中OT濃度による評価を用いることでより正確かつ客観的に犬の心理状態を推察

することが可能となった。また、第3章においては両者の相互作用の多かったHCグルー

プにおいて尿中OT濃度が有意に増加していたことから、社会性の刺激によるOTの分泌は

尿中OT濃度を測定することで評価が可能であり、同種間コミュニケーションや異種間コミ

ュニケーションおいても適応が可能であると考えられ、非侵襲的に種間コミュニケーショ
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ン解明する一助となると考えられた。

異種間コミュニケーションと絆の形成

　人と犬の交流時の行動分析と尿中OT濃度測定から、犬とその飼い主のOT分泌には「犬

からの人に対する注視」が重要な要素であることが明らかとなった。人の母子間において、

子供の注視は養育者の関心を引くための愛着行動であり、養育者は子供の注視を自身への

合図と解釈し、子供へ接近や接触を試みるとされている。第3章において、犬の注視回数

と人からの接触時間および接触回数に相関が見られたことから、犬と人の異種間コミュニ

ケーションにおいても犬の注視が愛着行動として機能していると考えられた。Bowlbyは

「特定の他者（養育者など）との接近や接触を求め、それを維持しようとする強い傾向が

ある」、Triebenbacherは「人間は生得的に生物学に基盤を持つ社会的交わりに対する欲求

を有しており、この交わりは特定の対象へと集中するようになる。後を追い、微笑みかけ、

抱きしめ、ふれあうといった行動は愛着対象との間の相互関係に明らかに見て取れる」と

している。つまり人は自身に愛着行動を示す愛着対象に対し、社会的な交わりを求めるの

である。犬から発せられた注視は、人への合図となり、双方の交流が開始される。犬の注

視の長かったHCグループは注視の短かった：LCグループと比べ、犬への接触、つまり他者

へ向けた行動が多く観察され、社会行動と関連のあるOTが実験前後において変化していた。

過去の研究からOTを服用することにより注視の時間が長くなったり、頻度が高くなること

や、接触はOT分泌を促す刺激であることがわかっていることから、犬の注視は人の接触を

増加させ、人の接触は犬の注視を増加するという相乗効果を生むと考えられ、両者のコミ

ュニケーションがスムーズに成立すると考えられた。

　また、近年の研究から犬は人の様々なポインティングを理解し、人間の凝視に対しても

非常に敏感であることが明らかとなっており（Mik16si　et　a1．，1998；Soproni　et　al．，2002）、

人の社会的な合図を認識する能力は霊長類より優れていると考えられている。さらに、犬
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は隠された物を捜すときに人に対して視線を送り、社会的な合図として使用するなど（Hare

et　al．，2002）そのコミュニケーション方法も人と類似しており（Soproni　et　a1．，2001）、最

も早くから家畜化され人と生活をともにすることで、犬と人が似たような認知機能を獲得

した、つまり、収取進化を遂げた動物であると考えられている（Mik16si　et　al．，2007；

Monique　et　a1．，2008）。本実験においても犬の注視が人の尿中OTを上昇させる要因である

ことが明らかとなったことから、犬の注視は生理学的にも人に対する社会的な合図として

成立していることが示唆され、犬の注視を発端としたコミュニケーションが人の親子間と

同様に愛着行動として作用していると考えられることから、人と犬が似たような社会認知

機構を持つ収敏進化仮説を裏付ける結果となった。

　さらに、犬は成犬になっても垂れ耳の個体が存在し、先祖のオオカミと比べ歯牙が小さ

いこと、短く丸い顔を持つことなど形態的に幼形成熟を示す動物である。これは行動にお

いても同様で、成犬になってからも吠える、見知らぬ人に対し挨拶行動をとるなど、人な

つこい行動を示し積極的に遊技行動をとるといった幼獣の特徴を色濃く残す動物である。

犬は親である飼い主に対し注視や吠えといった社会的な合図を用いた愛着行動を示すこと

で自身の要求を人に伝え、これに対し人は食物を与える、遊ぶ、散歩へいく、なでるとい

った行動を提供する。人から提供される食物や遊びを含めた運動、身体的接触などの行為

は犬に陽性感情を抱かせドーパミン作動性の脳内報酬系回路にも作用するとともに、本研

究第2章の結果から、社会認知機能や愛着形成に関わるOTが分泌されると考えられ、人

と犬の社会的な結び付きが促進されると考えられる。このように視線や身体的な接触と言

った共通のコミュニケーションを発端とし、両者のOTが分泌されると考えられることから、

人・字間の絆の形成にはOT神経系を介した生物学鈴鰍形成メカニズムが存在する可能性が

示唆された。
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犬が人の心身に与える影響

　第3章のHCおよび：LC両グループの人の尿中コルチゾールが低下していたこと、POMS

短縮版に改善が見られたことから、人は犬とふれあうことで身体的および精神的な恩恵を

受けていることが明らかとなった。これは、動物とふれあうことによって人の心身に与え

る影響を調査している研究と同様で、飼い主とそのペットとの関係性や、愛着の度合いに

関わらず、心理尺度に改善が見られたり、唾液中コルチゾールの減少がみられるなどの一

定の効果をもたらすことが知られている。一方で、人の尿中OTを増加させる要因としてペ

ットとの愛着の度合いを測る尺度である「：LAPS」が関係していることが明らかとなった。

また、相互コミュニケーションの多かったHCグループは尿中OTが実験後に有意に増加

していた。OTは副交感神経を若餅させることや、ストレス反応を抑制することから結果と

して心臓保護作用を持つとされている。犬との愛着は、犬と人が一緒に過ごす時間が増え

るほど、両者の愛着が深まること（Hart，1999；Marinelli　et　al．，2007）、犬の世話をするこ

とと情緒的な関係との間に相関があること（Melson，1988）、ペットから受ける効果は飼育

している動物に対し強い愛着を持っていることで、最も大きくなると報告（Garrity　et　al．，

1989）されていることから、より良い関係を構築するためには、日頃から積極的に世話や

接触する機会を持ち、情緒的結びつきを形成することが重要であると考えられる。
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