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要旨 

哺乳類では通常よりも早く離乳(EW)されることによって、成長後に不安行動や攻行動が

増加し、ストレス反応が増強することなどが示されている。さらにこの早期離乳によるスト

レス応答の増強や行動異常は、早期離乳された個体の子孫にまで伝播するとこも示唆され

ている。また、早期離乳を含む幼少期ストレスの曝露は、免疫機構を変化させ、病気に対す

る脆弱性を高める。近年、発達期における腸内細菌叢の構成が、正常なストレス応答や免疫

機能の確立、さらに神経発達に大きく寄与するという報告が増加していることから、子にと

って大きなストレスともなる EW が腸内細菌叢の構成変化を誘発して成長後の変化を引き

起こしていること、またその腸内細菌叢の垂直伝播によって EW の影響が次世代に伝承さ

れると仮説を立てた。これを実証するために、第 1 章では、EW マウスの不安行動とうつ様

行動を調査し、その行動変化に腸内細菌叢が関与するかを無菌マウスを利用して調べた。

EW マウスは通常離乳(NW)されたマウスと比較し、Marble burying test と Open field test

において多動であった。Tail suspension test における不動時間の結果から、EW によって

雌マウスではうつ様行動が高まり、雄マウスではうつ様行動が低くなることか示唆され、

EW による行動表現型変化には性的特異性があった。これらの EW マウスの腸内細菌叢を

投与された無菌マウス(GF-EW マウス）は、4 週齢時に多動になり高いうつ様行動を示し

た。腸内細菌叢構成解析の結果、NW マウス糞便由来細菌叢を投与されたマウス(GF-NW マ

ウス)と GF-EW マウスの腸内細菌叢の構成は異なっていた。また、免疫細胞の発現プロフ

ァイルを計測した結果、GF-EW マウスでは脾臓における CD4 陽性 T 細胞の細胞数が低下

していた。これらのことは、EW による行動発達および免疫系の変化には腸内細菌叢の変化

が関与することを示唆している。 

これまでの研究から EW マウスでは母性行動の中でも仔マウスへ示すリッキングやグル

ーミングの割合が低下することが知られている。さらに EW マウスに育てられた次世代マ

ウスが成体になった時も、母と同様の低い母性行動を示すことが分かってきており、母性行
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動の次世代伝承が示唆される。第 2 章では、第 1 章と同様に無菌マウスに EW マウス細菌

を定着させて母性行動を観察し、EW による母性行動変化への細菌叢の関与を調べた。その

結果、GF-NW マウスと比較して、GF-EW マウスではリッキングやグルーミングの割合が

低下する傾向があり、巣の出入り回数が多かった。これらのことは、EW マウスで見られる

低い母性行動の次世代への伝播にも腸内細菌叢の変化が関与することを示唆している。 

第 2 章では細菌叢構成によって母性行動が変化することが示唆されたが、細菌叢の構成

変化によってそもそも母性発現の基盤となる性成熟が影響を受けた可能性も考えられる。

第 3 章では、性成熟に対する腸内細菌叢の影響を調査することを目的とした。4 週齢の無菌

マウスに SPF マウスまたはモルモットの糞便由来細菌叢を投与した各細菌叢マウス(GF-

SPF or GF- Guinea pig)を作出した。その雌の糞中ステロイドホルモン(エストラジオール、

プロゲステロン、コルチコステロン)の濃度を 8 週齢まで継時的に測定した。また、これら

の雌マウスが雌雄どちらの匂いを選択するかのテストも実施した。その結果、無菌マウスの

ステロイドホルモンレベルは SPF マウスよりも顕著に低く、SPF マウスでみられる週齢に

よるホルモンレベルの増加もなかった。GF-SPF マウスでは、SPF マウスと類似したホル

モン変動がみられたが、GF-GP マウスのホルモンレベルはそれよりも低かった。また興味

深いことに、無菌マウスは他のマウスと異なり、雌が雄の匂いを選択しなかった。これらの

ことから、腸内細菌叢は性成熟に影響をおよぼすことが明らかとなった。 

以上の結果は、EW ストレスが腸内細菌叢の構成変化を誘発して行動や内分泌系、また免

疫系に対して変化を引き起こしていることを示唆している。また、本研究は腸内細菌叢の垂

直伝播によって EW の影響が次世代に伝承される可能性も示した。 
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英語要旨 

It has been shown that early weaning induce various developmental effects and the 

early-weaned mice (EW mice) show increased anxiety, the enhancement of the stress 

response of hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, and reduced maternal behavior 

in their adulthood. It has also known that early life stress including early weaning 

impacts the immune system and therefore increases vulnerability to infection. 

Interestingly, offspring of the EW mice shows the enhanced stress response of HPA axis 

and behavioral changes similarly with the EW mice. In addition, many studies has 

recently reported that composition of gut microbiota at juvenile period affects the 

development of both the nervous and immune system. Here, we hypothesized that early 

weaning modulates the gut microbiota composition and then affects the development of 

the nerve and/or immune system. In addition, the influence of early weaning could be 

transmitted to the next generation by vertical transmission of the modulated gut 

microbiota. To test these hypotheses, in the chapter 1, we observed the change of anxiety 

and depression-like behaviors in EW mice and then examined the involvement of gut 

microbiota in their behavioral changes using Germ-free (GF) mice. As results, EW mice 

showed high hyperactivity in both the marble burying test and the open field test. In tail 

suspension test, the higher depression-like behavior was found in EW females but lower 

depression-like behavior in EW males, suggesting the sex difference in the effect of early 

weaning on depression-like behavior. In the test using GF mice, the depression-like 

behavior in GF mice colonized with gut microbiota of EW mice (GF-EW mice) was higher 

as compare with GF mice colonized with NW mice (GF-NW mice). We also analyzed the 

number of immune cells in the spleen, Peyer’s patches and mesenteric lymph nodes when 

GF-EW and GF-NW mice were 10week of age. GF-EW mice had a decreased number of 



4 
 

CD4+ T cells in the spleen. These results suggest that the gut microbiota is involved in 

the developmental effects of early weaning to depression-like behavior and immune 

system.  

Previous studies have suggested that the maternal behavior is affected by early 

weaning, EW mice show a lower frequency of licking/grooming. Since the offspring of EW 

mice similarly show lower maternal behavior, the trait of maternal behavior is also 

considered to be transmitted to the next generation. In the chapter 2, in order to 

elucidate the involvement of gut microbiota in the change of maternal behavior by early 

weaning, we compared the maternal behavior between the GF-EW mice and GF-NW 

mice. As results, GF-EW mice tended to have a lower licking and grooming rate, and the 

frequency of exiting the nests was significantly higher. Thus, it is suggested that the 

vertical transmission of microbiota may be involved in the intergenerational 

transmission of the traits of maternal behavior.  

If the traits of maternal behavior and its intergenerational transmission are affected 

by gut microbiota as suggested in the chapter 2, there is a possibility that the sexual 

maturation during juvenile is initially affected by gut microbiota. The experiments in 

the Chapter 3 was aimed to investigate the effects of gut microbiota on sexual 

maturation. We administered the fecal microbiota of SPF mice or guinea pigs to female 

GF mice at 4 weeks old (GF-SPF mice or GF-Guinea pig mice). We investigated 

chronological changes of levels of gonadal hormones and corticosterone in the feces of 4–

8-week-old female GF, SPF, GF-SPF and GF-guinea pigs mice. In each group of mice, 

odor preference test was conducted at 8 weeks of age. As results, fecal steroid hormone 

levels of GF mice were lower than those of SPF mice, fecal level of estradiol in SPF mice 

increased at about 6 weeks of age. The colonization of microbiota of SPF mice or guinea 
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pigs with GF mice increased the steroid hormone levels. However, the degree of recovery 

of progesterone and corticosterone by microbiota of guinea pigs was lower than that by 

GF mice. In odor preference test, interestingly, female GF mice preferred female odors 

to male odors, although this preference was not seen in other mice. These suggest that 

the gut microbiota affects sexual maturation.  

In conclusion, these findings suggest that early weaning modulates the gut microbiota 

composition, and this plays an important role in the developmental changes of the 

endocrine, nerve and immune system in the EW mice. In addition, our study also suggest 

that the some behavioral traits could be transmitted intergenerational by vertical 

transmission of gut microbiota. 
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総合緒言 

動物の腸管には、数にして 100 兆、種類にして 500-1000 からなる細菌群(腸内細菌叢)が

生息しており、宿主の腸管免疫と相互作用することによって複雑な生態系を形成している

(1)。腸内細菌叢は短鎖脂肪酸、ビタミン B、ビタミン K などのさまざまな栄養素を生成し、

宿主の代謝に貢献する(2)。哺乳類は胎盤形成を介して胎児を育て、出産に至る。胎児は無菌

環境下で育つが、出産時に母体の産道を通る際に、母親の膣や肛門の細菌に曝露されること

で、新生児の細菌叢が形成されていく。新生児の腸内細菌叢のコロニー形成は出産様式(自

然分娩か帝王切開)、摂食様式(母乳か人工乳)に影響されることが知られており、帝王切開に

よる母親の産道の膣細菌叢の曝露の機会を奪うことや妊娠中期-後期の妊婦に抗生物質を飲

ませることによって、子の出生後の疾患のリスクの上昇することが知られている(3-7)。近年、

この脳と腸の相互作用が注目されており、腸内細菌叢が神経伝達物質や迷走神経、細菌由来

代謝産物を介することで宿主の行動や内分泌系に影響をすることが明らかにされつつある

(8-11)。妊娠期母マウスへの抗生物質投与によって腸内細菌叢の構成を攪乱すると、産まれた

仔マウスの不安行動が増加することや(12)、無菌マウスの過剰なストレス応答性は、SPF マ

ウスの腸内細菌叢を発達期に投与することで減弱化するが、成熟した無菌マウスへの投与

ではその効果が認められないことなどが報告されており(13)、腸内細菌叢の影響は発達期で

特に大きいことが示唆されている。 

本研究では、腸内細菌叢が発達期宿主の行動および内分泌系へおよぼす影響を解明する

ことを目的に、第一章では幼少期のストレスによる行動表現型や免疫の発達変化と腸内細

菌叢との関連を、第二章では母性行動の次世代伝承における腸内細菌叢の垂直伝播の関与

を、第三章では腸内細菌叢の性成熟に対する役割について検討した。 
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早期離乳による行動発達変化における腸内細菌叢の関与 
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緒言 

哺乳類の新生児の発育における母子関係は、栄養や身体的接触だけではなく、行動や内分

泌、神経発達において重要である。幼少期ストレス曝露や母親の不十分な養育は、成長後の

行動障害や認知障害、ストレス反応の増強につながる(14-17)。そして、これらの行動および神

経内分泌の変化は、成長後も持続し、これらに関与する中枢神経系のエピジェネティックな

変化が観察されている(15,18)。さらに、幼少期ストレスは自然免疫並びに獲得免疫に対して影

響を及ぼす。たとえば、豚における早期離乳ストレスはマイトジェン誘導性 T 細胞の増殖

を抑制し、細菌感染のモデルであるリポポリサッカライド(LPS)投与に対して神経内分泌反

応を増強し、嘔吐や下痢、傾眠の発症率を高める(19)。これらのことから、幼少期のストレス

は免疫、行動および神経発達において非常に重要であることがいえる。 

幼少期ストレスは、幼少期ストレスをうけた個体の発達に悪影響をもたらすだけではな

く、次世代の子孫にまで影響をもたらす可能性が示されている(20-22)。幼少期ストレスの伝

播には、遺伝的メカニズム(23)と非遺伝的なメカニズムがある(20,24,25)。新生児の期における

母親からの養育行動は、仔の神経発達を司る遺伝子のプロモーターをメチル化し、行動を変

化させる(26,27)。また、近年腸内細菌叢が宿主の行動、情動を調節するという報告が増えてい

る。たとえば、無菌(GF: Germ-free)マウスの過剰なストレス応答性は、SPF マウスの腸内

細菌叢を発達期に投与することで減弱化するが、成熟した無菌マウスへの投与ではその効

果が認められないことなどが報告されていること(13)から、腸内細菌叢の影響は発達期で特

に大きいことが示唆されている。新生児の腸内細菌叢は母親由来のものであり、母親由来細

菌叢は正常な免疫機能の獲得や代謝、成長に不可欠である(28-31)。ヒトにおいて、帝王切開に

よる母子間の母親由来細菌叢の伝播を阻害することによって、新生児のセリアック病や喘

息、肥満、一型糖尿病のリスクを上昇させることや(5,32-34)、妊娠中期または妊娠後期に抗生

物質に曝露された胎児は、出生後の小児肥満や喘息のリスクが高いことが報告されている

(6,7)。また、母乳で育てられた子と比較して人工乳で育てられた子は、適切な免疫機能の発
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達を損なうことが知られている(35)。乳児における腸内細菌叢のコロニー形成は神経系の発

達期間と同時に起こり、神経発達において重要な役割を担っていることが考えられている

(36)。妊娠期母マウスへの抗生物質投与による腸内細菌叢の攪乱は、出生後の仔マウスの不

安行動が増加すること(12)や妊娠期母のストレスによる膣細菌叢構成のバランス失調が仔の

細菌叢構成と脳のアミノ酸代謝プロファイルを撹乱させる(37)。これらのことから、幼少期

ストレスの伝播の方法のひとつに、幼少期ストレスによって撹乱された母マウス細菌叢の

垂直伝播があると考えた。これを解明することを目的に、第 1 章の実験 1 で早期離乳マウ

スの行動表現型と細菌叢構成の解析を実施し、実験 2 で無菌マウスを用いた早期離乳マウ

スの行動表現型変化における発達期の細菌叢の影響を実証した。 
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実験 1: 早期離乳による行動および細菌叢構成変化の解析 

材料と方法 

1. 供試動物 

Fig1-1A に従って飼養実験を実施した。供試動物として、日本クレア株式会社より導入さ

れ、本研究室において繁殖維持された C57BL / 6J 系統の雄マウスを用いた。通常離乳群は

生後 28 日で離乳し(n=44)、早期離乳群は生後 16 日で離乳し(n=21)、1 ケージに同性のマ

ウス 2-3 匹で飼育した。 

全てのマウスは、12 時間の明暗周期(明期;6:00-18:00, 暗期;18:00-6:00)、一定の温度(22

±2℃）と湿度(50±10%)に保たれた飼育室内で飼育ケージ(17.5×24.5×12.5cm)にて床敷

と  (Shepherd’s Cob; SHPHERD, USA)と巣材 (パルマスαN; 天然素材探索研究所, 

Kanagawa, Japan)を敷いて飼育した。飼育中には飼育用固形飼料（MM-3; Funabashi 

Farm Co., Chiba, Japan）と水は自由摂取させた。 

全てのマウスは 4 週齢と 8 週齢の時に行動実験を実施し、10 週齢時に頚椎脱臼にて安楽

死させた。すべての実験手順は麻布大学の倫理委員会（＃150316-3）によって承認されま

した。 

 

2. 離乳操作 

本実験では、早期離乳群と通常離乳群を作成する為、仔マウスが 16 日齢(PD16)に達した日

に新しい床敷と巣材を敷いたケージに半数の仔マウスの雌雄をわけて移し、これを早期離

乳群(Early Weaning; EW)とした。もう半数の仔マウスは母マウスと共に新しい床敷と巣材

を敷いたケージに移し、これを通常離乳群(Normal Weaning; NW)とした(Fig1-1B)。早期

離乳群には飼育用固形飼料（MM-3; Funabashi Farm Co., Chiba, Japan）を粉末状にした

ものを与えた。 

 



11 
 

3. 行動実験 

行動実験は、マウスが 4 週齢と 8 週齢の時に Marble burying test、Open field test、Tail 

suspension test の順で実施した。全てのマウスは、各試験の実験開始の 2 時間以上前に行

動観察室(温度; 22±2℃)に移され、実験環境へ馴化された。この間、全てのマウスは飼料と

水を自由摂取できた。全ての試験は明期に蛍光灯下で行った。 

 

3.1. Marble burying test 

深さ 3cm まで床敷(ソフトチップ; Japan SLC,Inc., Sizuoka, Japan)を敷き詰めたプラス

チックケージ(17.5×24.5×12.5cm)に 5 分間マウスを馴化させた。その後、12 個のステン

レス球(直径 9.58mm)を等間隔で配置した。25 分後、埋めた球の個数を記録した。また、運

動活性を測定する為に、Ethovision XT ver.10（Noldus, Wageningen, Netherlands）を用

いて、マウスの移動距離を測定した。 

 

3.2. Open field test 

30×30cm のオープンフィールドアリーナを、マウスは 30 分間自由に探索した。  

 

3.3. Tail suspension test 

マウスの尾の先端をクリップで固定し、懸垂状態にしたマウスを 6 分間ビデオ録画した。

尾をつたってクリップに登った個体を除外個体とした。録画ビデオより、Excel イベントレ

コーダー(東京大学獣医動物行動学研究室卒業生赤川直人氏および Chuo Ito Technoscience 

山本武氏作成)を用いて、不動時間を測定した。 

 

4. 糞便サンプリング 

マウスが 4 週齢時(PD28)と 8 週齢時(PD56)に、オートクレーブ滅菌したエッペンチュー
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ブを用いて、10:00-13:00 に肛門から直接糞便を採取した。採取した糞便サンプルは直ちに

グリセロールストックを実施して、-80℃にて保存した。 

 

5.糞便内の細菌ゲノム抽出 

-80℃で凍結した糞便サンプルは、氷上で融解してから本実験に用いた。まず、サンプル

の懸濁液を 100µm 径のセルストレイナーに通し、リン酸緩衝生理的食塩( Phosphate 

buffered saline : PBS )、Tris-EDTA Buffer ( TE )10 でサンプルを洗浄した後、ペレットを

TE10 で懸濁した。Lysozyme（Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, USA）と Achromopeptidase

（FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, Japan）による溶菌処理後に、Sodium 

Dodecyl Sulphate ( SDS )と ProteinaseK（Merck KGaA, Darmstadt, Germany）により

タンパク質の分解、フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール処理でタンパク質の除

去を行った。得られた上清に 3M 酢酸ナトリウムとイソプロパノールを加えて 4℃・12000 

rpm・15min で遠心した。デカントしてさらに 75%エタノールでリンスをした（4℃,12000 

rpm,15min で遠心）。上清を除去した後、乾燥して、4℃で一晩 1×TE 600µl に溶解した。

75%エタノールでリンス（4℃・12000 rpm・15min）した後、上清を除き、乾燥させ、1×

TE 50µl に溶解した。 

 

6.16S rRNA 遺伝子のシーケンスによる腸内細菌叢分析 

16S リボソーム RNA(16S rRNA)遺伝子の高頻度可変領域である V4 領域(515F-806R)を

Kozich らの方法に従って Miseq でシークエンスした(38)。PCR の条件は以下のとおりであ

る。0.2 mM デオキシリボヌクレオシド三リン酸、5 μl 10×Ex Taq HS buffer、1.25 U Ex 

Taq HS polymerase(Takara Bio, Inc., Shiga, Japan)、抽出した DNA 50 ng を全量が 50µl

に調製した。PCR の条件は、初回の変性を 95℃で 2 分間、95℃ 20 秒間の変性、55℃ 15

秒間のアニーリング、72℃ 5 分間、72℃ 10 分間の伸長反応を 25 サイクル行った。PCR
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産物を AMPure XP（Beckman Coulter, Inc., Brea,CA, USA）で精製し、Quant-iT 

PicoGreen ds DNA Assay Kit（Lifi Technologies Japan, Ltd, Tokyo, Japan）を用いて定

量した。混合サンプルは、各サンプルからほぼ等量の PCR アンプリコンをプールすること

により調製した。プールされたライブラリーは、Agilent 2100 Bioanalyzer で Agilent High 

Sensitivity DNA Kit で分析した。また、リアルタイム PCR は、製造元が提供するプロト

コルに従って、イルミナの KAPA ライブラリー定量化キットを使用して、プールされたラ

イブラリーで実行した。定量に基づいて、サンプルライブラリーを希釈し、Miseq によって

20％変性 PhiX スパイクインを含むサンプルライブラリーのシーケンスを実施した。  

サンプルごとに 30,000 リードをランダムで選択した。Mothur の Miseq SOP

（https://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP）に従って操作上の分類単位(OTU)を作成した。

分類とシーケンスデータの相対的な量を推定し、 0.1％未満の相対存在量を示す OTU は、

フィルタリングをした。α多様性は、Chao1 および Shannon index を用いて計算した。ま

た、UniFrac Principal Coordinate Analysis（PCoA）を実行して、クラスタリングを分析

した。UniFrac 解析は、NW マウスと EW マウスにおける腸内細菌叢の類似性を評価する

ために用いた。 

 

7.統計 

パラメトリックテストの前提条件を満たしている行動実験のデータ解析には、週齢ごと

の行動実験のスコアを因子にして Two-way repeated measures ANOVA を実施した。主効

果に有意差が認められた場合、事後検定として多重比較検定である Bonferroni test を実施

した。パラメトリックの前提条件が満たされなかった場合、週齢とグループを従属変数とし

て一般化線形混合モデルを構築し、事後検定として多重比較検定である Bonferroni test を

実施した。 

腸内細菌叢の門レベルの解析において、パラメトリックテストの前提条件を満たしてい 



14 
 

図表 

 

 
 
Fig1-1. (A)実験スケジュール。離乳操作によって通常離乳(NW)群と早期離乳(EW)群の 2 群を設

ける。仔マウスが 16 日齢時(PD16)に離乳操作を実施した群を EW 群とした。NW 群は、母マ

ウスと PD28 日まで同居させた。すべてのマウスは PD29 と PD56 で行動実験を施行された。

(B)早期離乳操作の概要図。 
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実験 2: 無菌マウスを用いた細菌叢による行動発現変化の実証 
材料と方法 

1. 供試動物 

 Fig1-7 に従って実験を実行した。供試動物として、日本クレア株式会社より購入した、

妊娠の C57BL / 6J 系統の無菌マウスを用いた。妊娠マウスのストレス軽減を目的に、ホー

ムケージにマウスハウス(Shepherd Shack; SHPHERD, USA)を設置した。無菌状態を確認

するために、糞サンプルの綿棒検査と顕微鏡検査を実施しました。ビニルアイソレーターの

内側を ICR スワブ(Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha)で拭き取り、25°C 48 時間イ

ンキュベートし、吸光光度計のフィルター550 nm で濁度を測定した。ビニルアイソレータ

ー内で出産させ、出生した仔マウスが 10 日齢の時に、母マウスに NW マウス糞便由来菌液

または EW マウス糞便由来菌液を経口投与した。GF 群の母マウスは、滅菌した PBS を経

口投与した。28 日で仔マウスを離乳した後、1 ケージに雄マウス 2-3 匹で飼育した(GF-NW, 

n=23; GF-EW, n=22; GF, n=6)。また、全ての雄マウスは 4 週齢と 8 週齢の時に行動実験を

実施し、10 週齢時に頚椎脱臼にて安楽死させた。その後ただちに脾臓とパイエル板、腸間

膜リンパ節、小腸をフローサイトメトリーの為に採取した。 

全てのマウスは、12 時間の明暗周期(明期;6:00-18:00, 暗期;18:00-6:00)、一定の温度(22

±2℃）と湿度(50±10%)に保たれた飼育室内で飼育ケージ(17.5×24.5×12.5cm)にてオー

トクレーブ滅菌した床敷(ソフトチップ; Japan SLC,Inc., Sizuoka, Japan)を敷いて飼育し

た。飼育用固形飼料（ガンマ線照射飼料 CMF 50kGy; Oriental yeast CO., Tokyo, Japan）

と滅菌した水をマウスは自由摂取した。 

 

2. 行動実験 

全ての行動実験は、試験は明期に蛍光灯下でビニルアイソレーター内で無菌的に実施し

た。全てのマウスは行動実験の直前まで飼料と水を自由摂取できた。 
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2.1. Marble burying test 

行動実験を開始する前に、ビニルアイソレーター内にオートクレーブ滅菌(121℃,15 分)

した床敷(ソフトチップ; Japan SLC,Inc., Sizuoka, Japan)とプラスチックケージ(17.5×

24.5×12.5cm)、ステンレス球(直径 9.58mm)を搬入した。行動解析は、第 1 章実験 1 と同

様である。 

 

2.2. Open field test 

30×30cm の塩化ビニル板に次亜塩素酸系洗剤を噴霧することで滅菌した。滅菌水で消毒

液を拭き取った後行動実験を実施した。行動解析は第 1 章実験 1 と同様である。 

 

2.3. Tail suspension test 

行動解析は第 1 章実験 1 と同様である。 

 

3.糞便内の細菌ゲノム抽出 

実験 1 と同様の方法を実施した。 

 

4.16S rRNA 遺伝子のシーケンスによる腸内細菌叢分析 

実験 1 と同様の方法を実施した。 

 

5.フローサイトメトリー 

各細菌叢マウスの脾臓、小腸粘膜固有層(SILP)、パイエル板(PP)および腸間膜リンパ節

（mLN）から免疫細胞を分離した。免疫細胞は、70μm ナイロンメッシュに通し、 細胞を

PBS で洗浄し、染色のために PBS に再懸濁した。 

次のモノクローナル抗体はビオチンと FITC、 AlexaFluor 488、phycoerythrin (PE),、
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PerCP-Cy5.5、 PE-Cy7,アロフィコシアニン(APC)、 AlexaFluor 647、 Alexa700,、APC-

H7、 eFluor450、 Brilliant Violet 421 or V500 (eBioscience or Biolegend)と結合した。 

抗体は anti-human CD2 (RPA-2.10), anti-mouse CD3ε (145-2C11), CD4 (GK1.5), CD25 

(PC61), CD44 (IM7), CD45R/B220 (RA3-6B2), CD45RB (16A), CD62L (MEL-14), CD103 

(2E7), Gr1 (RB6-8C5), folate receptor 4, FR4 (eBio12A5), Foxp3 (FJK-16 s), Helios (22F6), 

IL-10 (JES5-16E3) and TER119 (TER-119)を用いた。ビオチン化 anti-mouse /rat 

neuropilin-1 ポリクローナル抗体は、R＆D Systems 製のものである。Foxp3 の細胞内染色

は、細胞表面を染色する前に単球を FcγR（CD16 / CD32）ブロッキングモノクローナル

抗体をインキュベートした。次に Foxp3 染色 kit（eBioscience; Takara Bio, Inc., Shiga, 

Japan）を用いてモノクローム抗体を染色した。 

 

6.統計解析 

データ解析には、SPSS statistics 17.0 (SPSS Japan Inc.)を用い、週齢ごとの行動実験の

スコアを因子にして Two-way repeated measures ANOVA を実施した。事後検定として多

重比較検定である Bonferroni test を実施した。 

腸内細菌叢の門レベルの解析において、パラメトリックテストの前提条件を満たしてい

る菌門は、群間差を Student t-test を使用して評価した。パラメトリックの前提条件が満た

されなかった場合、Mann-Whitney U test を使用してデータを分析した。菌属レベルの群

間比較解析において、Mann-Whitney U test を使用してデータを分析した。行動実験の成

績と菌属の存在量の相関については、Pearson の相関分析を実施した。 

データは平均値±標準誤差で示した。 危険率 5%で有意差があると判定した。また、0.05 

< P < 0.1 で傾向があると判定した。 
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考察 

 幼少期ストレスの不安やうつ様行動に対する長期的影響を調査するために、早期離乳モ

デルマウスを用いて行動表現型を確認した。本実験の結果は、EW マウスは Marble burying 

test におけるより高い運動活性と Tail suspention test における 4 週齢時の高い不動時間と

8 週齢時の低い不動時間を示した。本実験における EW マウスは Marble burying test の高

い運動活性は、早期離乳ストレスに曝露されることによって多動になるという先行研究を

支持している(39)。また、本研究の Tail suspention test において 4 週齢時の EW マウスの

不動時間は高く、8 週齢時に不動時間が短かったことから、EW マウスは 4 週齢時に高いう

つ様行動を示し、8 週齢時にうつ様行動が低下することが示唆された。4 週齢時の早期離乳

ストレスによるうつ様行動の増加は先行研究と一致するが(40)、8 週齢時にうつ様行動が低

下するという本研究の結果は、9 週齢時に早期離乳ストレスによる高いうつ様行動を示すと

いう報告(39)と矛盾する。先行研究では早期離乳ストレスに加え、母子分離ストレスを仔マ

ウスに与えている(39)。この矛盾は、早期離乳ストレスに加えて母子分離ストレスに繰り返

し曝露されているという受けたストレスの差異によって説明できるかもしれない。加えて、

George らの研究では、早期離乳をうけた C57BL / 6J 系統マウスの強制水泳試験における

不動時間は通常離乳操作をうけたマウスと差異がなかった (39)。さらに、うつ病モデルであ

る Wistar Kyoto (WKY) ラットは、捕食者に遭遇するというストレスに曝露されるとうつ

様行動が低下する (41)。一連のストレス曝露によるうつ様行動への調査から、曝露したスト

レスの度合いによってうつ様行動が変化する可能性がある。これらのことから、軽度のスト

レス曝露は一過性の高いうつ様行動を示すが、重度のストレス曝露は慢性的に高いうつ様

行動を示すかもしれない。  

本研究は、早期離乳マウス糞便細菌叢を投与された GF マウスが通常離乳マウス糞便細菌

叢を投与された GF マウスと異なる免疫細胞のプロファイルを示すことを明らかにした。通

常よりも早く離乳された哺乳類において、感染性病原体に対する粘膜免疫応答障害が報告
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されている(50-52)。また、捕食者ストレスに曝露されたマウスは抗炎症性サイトカインレベル

を増加させ、炎症性・抗炎症性のバランスが低下させる(53)。炎症マーカーの増加と免疫遺伝

子発現の変化が PTSD 患者の重症度と相関するという報告があることから(44)、早期離乳操

作が免疫機能の発達を抑制することが考えられる。本実験において、GF-EW マウスは特に

脾臓において CD4 陽性 T 細胞の細胞数の減少を見出した。CD4 陽性 CD25 陽性 T 細胞の枯

渇は高い不安およびうつ様行動を誘発することや(54)、第うつ病の患者の血清 CD4 陽性 CD25

陽性 T 細胞の発現レベルが低いことが報告されている(55)。本実験の結果を合わせて考える

と、GF-EW マウスの発達期の高いうつ様行動は、早期離乳細菌叢による CD4 陽性細胞の減

少に起因する可能性がある。 

我々はまた、特に 8 週齢時の早期離乳マウスにおいて腸内細菌叢構成の変化が生じるこ

とを示し、早期離乳マウス由来の腸内細菌叢を投与されたマウスは EW マウスと同様に 4

週齢時の高いうつ様行動とMarble burying testにおける多動性の増加を示すことを発見した。

門レベルでの 8 週齢時の EW マウス腸内細菌叢の組成比は Actinobacteria が高く、

Verucomicrobia と Proteobacteria、Bacteroides が低下した。これに対して、早期離乳マウス由

来腸内細菌叢を投与した GF マウスの組成比は Deferribacteres と Proteobacteria が 4 週齢と 8

週齢通して高く、Verucomicrobia が低下した。EW マウスと GF-EW マウスは Verucomicrobia

門の組成比が共に低かった。本実験で検出された Verucomicrobia 門に属する菌属は

Akkermansia のみである。ヒトにおいて Akkermansia は生後１ヶ月の乳児腸管内で検出し、

徐々にその存在量を増加させ、１歳児で成人と同レベルの検出量になる(56)。Akkermansia はグ

ラム陰性のムチン分解菌であり、短鎖脂肪酸であるプロピオン酸酸を産生して宿主にエネルギ

ーを提供する(57)。また近年、Akkermansia は宿主の腸管上皮に付着することによって、腸管上

皮細胞層を保護し、粘膜バリア機能を強化するプロバイオティクスであることが示唆されてい

る(58)。本実験における GF-EW マウスの低い Akkermansia の組成比は、脾臓の免疫細胞のプロ

ファイルを変化させたかもしれない。また、げっ歯類の研究において、幼少期にケージを傾け
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る、夜間照明、拘束される等といった慢性の予想できない軽度のストレス (chronic 

unpredictable mild stress; CUMS)はうつ様行動を誘発し、腸内細菌叢の構成が変化するこ

とが報告されている (59-63)。Li らは CUMS マウスにおいて低い Lactobacillus と高い

Akkermansia の組成比を示している(d)。我々の結果はこの結果と矛盾している。この矛盾

は、ストレス曝露の回数と週齢によって説明づけられるかもしれない。 

我々はさらに、EW マウスと GF-EW マウスの腸内細菌叢の組成比において

Porphyromonadaceae_unclassfied と Lachnospiracea_incertae_sedis が 高 く 、

Erysipelotrichaceae_unclassfied が低いこ とを示し た。うつ 病患者にお いて、

Erysipelotrichaceae、Lachnospiraceae、Prevotellaceae、Ruminococcaceae の組成比が健

常者と比較して組成比が減少した(64)。うつ様行動を示す EW マウスと GF-EW マウスの低

い Erysipelotrichaceae_unclassfied の 組 成 比 は こ の 知 見 を 支 持 す る 。 ま た 、

Porphyromonadaceae には歯周病原因菌である Porphyromonas gingivalis が属している。

先行研究において、Porphyromonas gingivalis の感染は海馬の BDNF およびアストロサイ

ト p75NTR のダウンレギュレーションを介してうつ様行動を誘発すること(65)や、社会的ス

ト レ ス を う け た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 は 、 Porphyromonas gingivalis 由 来

lipopolysaccharide(LPS)に対する炎症反応が促進されることが報告されている(66)。また、拘束

ストレスを受けることによって血液脳関門(Blood-Brain Barrier; BBB)の透過性が上がる

ことから(67)、ストレス曝露による Porphyromonas gingivalis 由来の LPS に対する脾臓の

サイトカイン産生量が亢進し、BBB を通過したサイトカインまたは LPS が神経炎症を誘発

してうつ様行動を引き起こす可能性がある。Porphyromonadaceae の役割とうつ様行動誘

発のメカニズムを明らかにするために、さらなる研究が必要である。 

行動実験の成績と属レベルの組成比との相関関係を解析したところ、実験 1 における Tail 

suspention test における不動時間と Ruminococcus、Erysipelotrichaceae_unclassfied に

負の相関があり、Streptococcus と正の相関があった。また、実験 2 マウスにおける不動時
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間と Lachnospiracea_incertae_sedis、Desulfovibrionaceae_unclassified に負の相関があ

り、Alistipes に正の相関があった。先行研究において、大うつ病患者の腸内細菌叢は

Alistipes 属の顕著な増加と Ruminococcus 属と Erysipelotrichaceae 属の組成比の低下を

示した(64)。Erysipelotrichaceae は腸管における炎症疾患との関連が報告されている(68)が、

乳酸を産生する Erysipelotrichaceae 科の新菌種である Intestinibaculum porci が報告され

ている (69)。病原菌と考えられている Erysipelotrichaceae 科の菌に属する菌属内に

Intestinibaculum porci のように宿主に対して有益な代謝産物を産生する菌種が、ヒトおよ

び本研究のうつ様行動と負の相関を示した要因かもしれない。また、過敏性小腸行群の小児

患者において腹痛の度合いと Alistipes 属の存在比は相関し(70)、ストレスをうけた BALB/c

系統マウスにおいて Ruminococcus 属はストレスによって誘発される行動変化と相関する

ことが報告されている(71)。Lachnospiracea は短鎖脂肪酸産生菌であり、短鎖脂肪酸産生菌

の減少は腸管内の短鎖脂肪酸レベルの低下と腸バリア機能障害を誘発する(72)。ストレスと

腸内環境の関連研究において、O'Malley らは母子分離ストレスを受けたラットは内臓痛覚

過敏およびストレス誘発性排便の増加、軽度の粘膜損傷が観察し(73)、Moussaoui らは幼少

期の環境ストレスによってコルチコステロンレベルの増加や腸透過性の亢進、腸内細菌叢

の多様性の低下、グラム陽性菌の存在量の増加と繊維分解菌および酪酸産生菌の減少する

ことを報告している (42)。また、拘束ストレスによって Proteobacteria 門の増加と

lipopolysaccharide(LPS)の過剰産生を誘発させることが示されており(43)、LPS の曝露はげっ

歯類の不安行動の増強、うつ様行動を誘発することを報告している(44-49)。これらの報告を合

わせて考察すると、本研究で認められた早期離乳ストレスによる Akkermansia や短鎖脂肪

酸産生菌の減少による腸管バリア機能の低下を介して病原菌が増殖し、それに対する炎症性サ

イトカインによってうつ様行動を誘発しているかもしれない。 

本実験においての変化した菌属が幼少期のうつ様行動の増加を引き起こしているかもし

れない。これを解明するために、GF マウスに単一菌を投与して作成したノトバイオートマ
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ウスによる実証研究や抗生物質投与による早期離乳マウスの行動表現型の変化の観察とい

った更なる研究が必要である。 
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図表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig1-7. 実験スケジュール。ビニルアイソレーター内で妊娠 GF マウスを出産させ、出生した仔

マウスが 10 日齢の時に、母マウスに NW マウス糞便由来菌液または EW マウス糞便由来菌液

を経口投与した(GF-NW, n=23; GF-EW, n=22; GF, n=6)。28 日で仔マウスを離乳した後、4 週

齢と 8 週齢の時に行動実験を実施した。 
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第 2 章 

母性行動の世代間伝播における腸内細菌叢の関与 
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緒言 

第 1 章で、早期離乳による行動変化に腸内細菌叢の関与する可能性を示した。哺乳類は、

新生仔に対して養育行動を示す。げっ歯類の養育行動の代表的なものとして、巣作り行動、

授乳行動、リッキングやグルーミング、保温行動などがあげられる。また、いくつかの要素

で構成された複合的行動でもあり、前述の行動に伴って、出産後数時間以内に母親が仔に覆

いかぶさったり、あるいは腕で抱擁する形で仔を乳房付近に引き寄せ、授乳しやすい体勢を

とったりといった行動が観察される。このような養育行動は、仔の発達において重要な因子

となっている。母性の剥奪は、仔の不安の増加やうつ様行動を長期的に示すことや神経ゲノ

ムの構造変異を誘発する(74-77)。十分な養育行動を受けなかった仔は成長後に養育行動を示

さなくなるという報告(78-80)や早期離乳による母性行動発現の低下が次世代へ伝播するとい

う報告(81)から、仔の将来の養育行動とその障害が伝播する可能性が示唆されている。 

 母親の共生細菌叢が仔に伝播する。たとえば、偏性嫌気性菌である Bifidobacterial strains

は母親の膣や母乳から子に伝播されることが報告されており (82-83)、この母親由来の

Bifidobacterium が仔の体重増加を促進することが報告されている(83)。また、妊娠期にスト

レスを受けた母マウスの膣細菌叢は Lactobacillus が減少し、この細菌の仔への伝播が減少

し、脳のアミノ酸プロファイルを変化させたこと(37)から、母親由来の細菌は仔の発育だけ

ではなく、神経発達を支持することが考えられる。 

以上の報告から、早期離乳ストレスによって変化した腸内細菌叢は次世代に伝播が、早期

離乳の母性行動の低下の次世代伝承に関与すると考え、第 2 章ではそれを解明することを

目的とした。 
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材料と方法 

1. 供試動物 

Fig2-1A に従って実施した。供試動物として、日本クレア株式会社より購入した、妊娠の

C57BL / 6J 系統の無菌マウス(F0 世代)を用いた。妊娠マウスのストレス軽減を目的に、ホ

ームケージにマウスハウス(Shepherd Shack; SHPHERD, USA)を設置した。無菌状態を確

認するために、糞サンプルの綿棒検査と顕微鏡検査を実施しました。また、ビニルアイソレ

ーターを ICR スワブ(Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha)で拭き取り、25°C 48 時間

インキュベートし、吸光光度計のフィルター550 nm で濁度を測定した。 

ビニルアイソレーター内で出産させ、出生した仔マウス(F1 世代)が 10 日齢の時に、母マ

ウスに通常離乳マウス糞便由来菌液または早期離乳マウス糞便由来菌液を経口投与した。

すべての仔マウスは 28 日で離乳した。1 ケージに異なる腹同士の雄マウスと雌マウスを 8

週齢時につがいにしてマウスハウス(Shepherd Shack; SHPHERD, USA)が設置されたケー

ジ内で飼育し、分娩させた。新たに産まれた仔マウス(F2 世代)が 4 週齢になった時、母マ

ウス(F1 世代)をビニルアイソレーターから搬出し、頸椎脱臼にて安楽死させた。 

全てのマウスは、12 時間の明暗周期(明期;6:00-18:00, 暗期;18:00-6:00)、一定の温度(22

±2℃）と湿度(50±10%)に保たれた飼育室内で飼育ケージ(17.5×24.5×12.5cm)にてオー

トクレーブ滅菌した床敷(ソフトチップ; Japan SLC,Inc., Sizuoka, Japan)を敷いて飼育し

た。飼育用固形飼料（ガンマ線照射飼料 CMF 50kGy; Oriental yeast CO., Tokyo, Japan）

と滅菌した水をマウスは自由摂取した。 

 

2. 母性行動解析 

 F1 世代が仔を出産した日を 0 日目と定義づけ、8:00-17:00 の間、1 時間おきにビデオカ

メラでマウスを Fig2-1B の実験スケジュールに則って録画した。合計撮影時間は計 25 時間

である。解析項目は、(1) リッキングやグルーミング、(2)仔に接している(parental contact 
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behavior)、(3)仔から離れている(parent off pups)、(4)巣を出入りする回数 (frequency of 

exiting the nest)の 4 つである。(1)(2)(3)の解析項目における解析方法は、各 1 時間を 3 分

毎に区切り、3 項目の発現回数を瞬間サンプリングした。1 日の各発現回数合計を 1 日の最

大発現数 100 回で割り、各項目の 1 日あたりの割合を算出した。(4)巣を出入りする回数 

(frequency of exiting the nest)については、1 日毎の巣から出入りする回数をカウントした。 

 

3. 糞便採取 

 第1章の実験2に準じた方法で糞便を採取した。各細菌叢マウスの糞便サンプルはParing

の 2 週間後(Pregnant period)と産後 10 日目(After delivery)、産後 20 日目(Parenting 

period)、離乳日(After weanig)の 4 ポイントで採取した(Fig2-1A)。 

 

4. 網羅的細菌叢解析 

 第 1 章の実験 1 に準じた。 

 

5. 統計解析 

データ解析には、SPSS statistics 17.0 (IBM, New York, NY, USA)を用い、1 日当たりの各

観察行動の発現割合を因子にして Two-way repeated measures ANOVA を実施した。また、

有意差が認められた場合、事後検定として多重比較検定である Bonferroni test を実施した。

データは平均値±標準誤差で示した。 危険率 5%で有意差があると判定した。また、0.05 < 

P < 0.1 で傾向があると判定した。 
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結果 

1. 母性行動解析 

リッキングやグルーミングの主効果の影響がなかったが(Table2-1A)、GF-EW マウスの

リッキング・グルーミングの割合が GF-NW マウスより低い傾向が認められた(Fig2-2A; P 

= 0.058)。parental contact behavior と parent off pups において群間差は認められなかっ

た(Fig2-2B, C)。巣を出入りする回数に主効果の影響も交互作用もなかったが(Table2-1D)、

事後検定として Bonferroni test を実施した結果、産後 1 日目において GF-EW マウスは GF-

NW マウスより高い頻度で巣へ出入りした(Fig2-2D)。 

 

2. 16S rRNA 遺伝子解析 

 EW マウスまたは NW マウス腸内細菌叢構成解析の結果は、Fig2-4 に示した。GF-EW

マウスと GF-NW マウスの腸内細菌叢の間に diversity に差異はなかった(Fig2-4A)。門レ

ベルにおいて、GF-EW マウスは Proteobacteria 門の存在量が高くなった(Fig2-4B)。GF-

NW マウスと GF-EW マウスはそれぞれ異なるクラスターを形成する。OTU に含まれるリ

ード数（組成比）を考慮しない unweighted と考慮する weighted UniFrac 解析の双方に

おいて、GF-NW マウスと GF-EW マウスはそれぞれ異なるクラスターを形成した(Fig2-

4C)。Pregnant period – After weaning の期間で細菌叢の変動は認められなかった。 
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考察 

 早期離乳マウス腸内細菌叢を経口投与された GF-EW マウスはリッキングとグルーミン

グの割合が低下する傾向にあり、第 1 章の実験 2 と同様に、GF-EW マウスと GF-NW マウ

ス間に腸内細菌叢構成に明確な差異が認められた。 

本研究では、GF-EW マウスのリッキングとグルーミングの割合は GF-NW マウスと比較

して低下傾向が認められたが、仔への接触時間に群間差は無かった。早期離乳ストレスをう

けたマウスは低いリッキングとグルーミングの頻度を示し、通常離乳マウスと同等の仔へ

の接触時間を示した(81)。早期離乳マウスと早期離乳マウス腸内細菌叢投与マウスは同様の

母性行動表現型を示すことから、母性行動の表現型に腸内細菌叢が関与する可能性がある。

Sudo らは GF マウスの母性行動は SPF マウスと同等であることを報告した(13)。本研究の

結果と併せて考えると、菌の有無は母性行動の表現型に影響を及ぼさないが、腸内細菌叢の

構成変化は母性行動の表現型に影響を及ぼすことが考えられる。 

妊娠中期から後期の血中エストロゲンレベルの上昇とプロゲステロンの低下が出産後の

養育行動に寄与すること(84)や卵巣摘出手術を受けた雌ラットの養育行動の発現が低下する

ことから(85)、養育行動の活性に性腺由来ホルモン等の内分泌ホルモンは重要な関わりがあ

ることが知られている。他方、微生物も内分泌系を調節する。たとえば、腸管内の大腸菌が

有するβ-グルクロニダーゼによりエストロゲンの活性型への分解によって血清エストロゲ

ンレベルを調節すること(86)や、ヒト腸内細菌の Clostridium scindens はグルココルチコイ

ドをアンドロゲンに変換する(87)。また、抗生物質投与によってエストロゲンレベルが低下

する(94)。これらことから、早期離乳マウス腸内細菌叢はエストロゲンやプロゲステロン等

の生殖ホルモンレベルを変化させ、その変化を介して母性行動の形質を変えた可能性があ

る。 

我々は GF-EW マウスは巣の出入り時間が高い傾向があることを示した。先行研究にお

いて、生後 2-10 日に巣材と床敷が極端に少ないストレス(Limited nesting stress)を受けた
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母ラットは暗期におけるリッキングとグルーミング時間の低下と巣の出入りする回数が増

加すること(88)や早期離乳マウスは多動になるということ(39)が報告されている。また、腸内

細菌叢が宿主の不安様行動やうつ様行動を調節することが知られていること(10,43)を合わせ

て考えると、早期離乳ストレスによる腸内細菌叢の変化がストレス誘発性の多動を引き起

こす可能性を示唆している。さらに、GF-EW マウスの産後 1 日目の巣の出入り回数が増加

を示したが、解析期間の後半で巣の出入り回数は GF-NW マウスと同等にまで減少した。

げっ歯類の研究において、授乳中の母ラットは繁殖経験のない雌ラットと比較して不安様

行動の発現が低下し、新奇物を回避する為のシグナルを仔が発することによる母の不安減

少が、養育行動を促進する可能性が示唆されている(89,90)。本研究の結果と併せて考えると、

早期離乳マウス細菌叢による高い不安を出産直後は示したが、仔マウスとの接触による不

安行動の低下を示している可能性がある。 

結論として、我々の結果は、腸内細菌叢が母性行動の表現型に影響を及ぼす可能性がある

ことを明らかにした。母性行動の表現型の変化と腸内菌叢の関りを調査した研究は、我々の

知る限り、Sudo らの研究のみである(13)。本研究の早期離乳マウス腸内細菌叢が母性行動の

表現型を変化させるメカニズムは不明瞭であるが、ストレス応答性が亢進している GF マ

ウスと SPF マウスが同様の母性行動の形質を示していることから、ストレス応答性の亢進

は早期離乳腸内細菌叢による母性行動の変化の要因ではないことが考えられる。もうひと

つの要因として、養育行動の発現に重要な関連を示す妊娠期の性腺由来ホルモンがある。性

腺由来ホルモンの分泌や性発達に対する無菌環境下の影響は明らかにされていない。本研

究における養育行動と性腺由来ホルモンレベルに関連を明らかにする為に、後の章では GF

マウスの性腺由来ホルモンレベルを掲示的に測定した。 
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図表 

 

 

 

Fig2-1. (A) 実験スケジュール。無菌(GF)母マウスに通常離乳（NW）マウスまたは早期離乳(EW)
マウスの糞便細菌叢を投与された仔マウスを GF-NW マウスまたは GF-EW マウスとする。 
黒い三角形は、細菌叢構成解析用の糞便サンプルを採取した日を示す。GF-NW または GF-EW
マウスを繁殖させ、出生日(PD0)から PD9 の期間の母性行動を撮影した。 (B) 母性行動録画の

流れと解析日。PD1,3,5,7,9 の 8:00-9:00, 10:00-11:00, 12:00-13:00, 14:00-15:00, 16:00-17:00 の

計 25 時間を母性行動解析した。 

 

(A) 

(B) 
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Fig2-2. リッキング・グルーミングの割合(A)と仔に接している割合(B)、仔から離れている割合

(C)、巣を出入りする回数(D)における各細菌叢マウスの比較。データは平均値±標準誤差で表

した。リッキング・グルーミングの割合が GF-EW マウスは低くなる傾向がある(F[1,8] = 4.883 
P = 0.058)。仔に接している割合と仔から離れている割合において群間差は認められなかった

(Fig2-2B, C)。巣を出入りする回数において、PD1 の GF-EW マウスは GF-NW マウスより高い

頻度で巣の出入りした(PD1: P < 0.05)。 
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Fig2-3. (A)NW 細菌叢投与マウス（青）と EW 細菌叢投与マウス（緑）の各グループにおける

Chao1 と Shanon index を用いたα多様性の比較。各細菌叢マウスにおいて、Pregnant period 
– After weaning の期間に多様性に変動はなかった。(B) Pregnant period – After weaning にお

ける NW 細菌叢投与マウスと EW 細菌叢投与マウスの門レベルの細菌叢構成の変動。(C) 
UniFrac distance に基づく、PCoA プロットである。各プロットが近ければ菌叢構造が類似し

ていることを示す。GF-NW マウスと GF-EW マウスはそれぞれ異なるクラスターを形成する。

(D)各細菌叢投与マウスにおけるサンプル期間での細菌叢の構成変動を示した。細菌叢の変動は

アドニス関数を使用して計算した(GF-NW; P =0.114 R2=0.291, GF-EW; P =0.364 R2=0.118)。 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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Table2-1. リッキング・グルーミングの割合(A)と仔に接している割合(B)、仔から離れている割

合(C)、巣を出入りする回数(D)における分散分析表。黄色で塗りつぶされたセルは、P < 0.05 で

あることを示し、オレンジ色塗りつぶされたセルは、0.05 < P < 0.1 であることを示している。 
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第 3 章 

性発達における腸内細菌叢の関与 
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緒言 

腸内細菌叢が宿主の内分泌系と相互作用することが近年示唆されている(91)。たとえば、

Bifidobacterium pseudocatenulatum CECT 7765 をマウスに投与するとグルココルチコイ

ドの分泌レベルが低下したという報告や成熟した雄マウスから未成熟雌マウスに腸内細菌

叢を移植すると血中テストステロンレベルが高くなるという報告がある(92,93)。さらに、尿中

エストロゲン濃度は、腸内細菌叢の多様性と強く相関しており、抗生物質の処置で腸内細菌

叢の多様性を低くすると、ヒトの尿中エストロゲン濃度が減少した(94)。これらの知見は、腸

内細菌が宿主の内分泌系を調節することを示唆している。他方、いくつかの報告は宿主の内

分泌系が腸内細菌に影響を及ぼすことを示している (95,96)。エストラジオール投与は

Bacteroides melaninogenicus の増殖を促進し(95)、エストラジオール受容体β欠損マウスは

豊富な Proteobacteria 門や Bacteroidetes 門、Deltaproteobacteria 門を示し、宿主のエス

トロゲン系が細菌叢の構成に重要な役割を果たしていることを示している(96)。 

無菌（GF: Germ-free）マウスは、宿主の機能に対して腸内細菌が及ぼす影響を調査する

ためのユニークで強力な研究モデル動物である。たとえば、生殖機能の発達において、GF

マウスは SPF マウスと比較して、産仔数と着床率の減少、膣開口の遅延を示した(97)。さら

に、エストラジオールを投与した GF マウスの子宮重量は、エストラジオールを投与したコ

ンベンショナルなマウスの子宮重量よりも低いことが報告されている(98)。これらのことか

ら、GF マウスを用いた実験は、生殖のための宿主内分泌系における細菌の重要な役割を示

した。性成熟における生殖ホルモンの重要性を考慮すると(98,99)、発達期の無菌マウスにおい

て、生殖ホルモンの分泌が増加しない可能性があると考えられる。しかし、我々の知る限り、

特に GF マウスの幼若期における生殖に関連するホルモンの経時変化を調査した研究はみ

られなかった。 

本研究では、4-8 週齢の GF マウスの糞中エストロゲンおよびプロゲステロン、コルチコ

ステロンレベルを測定した。 GF マウスを用いた視床下部-下垂体-副腎（HPA）軸の活動は
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比較的多く研究されている。さらに、発達段階での性腺ステロイドホルモン分泌における宿

主特異的細菌叢の重要な役割を評価するために、SPF マウスまたはモルモット糞便細菌叢

を経口投与した 4 週齢の GF(GF-SPF または GF-guinea pig)マウスの糞便ホルモンレベル

の変化を調査した。加えて、雌雄双方のマウスの臭いがついた床敷きを使用して、8 週齢時

の GF マウス、GF-SPF マウス、GF-guinea pig マウス、SPF マウスの匂い嗜好性も調査し

た。先行研究で、ショウジョウバエにおいて細菌叢は繁殖相手の選好に関与することが示唆

されており、交配シグナルとしての揮発性の匂いが細菌叢の影響を受ける可能性が示され

ていた(100)。哺乳類の匂いの選好における細菌叢の役割は不明であるが、GF マウスの匂い

の選は投与した腸内細菌叢の影響を受けると仮説立てた。 
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材料と方法 

1. 供試動物 

近交系である C57BL / 6J マウス(CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan)および無菌状態の

C57BL / 6J マウス(Sankyo Labo Service Co. Ltd., Tokyo, Japan)を用いた。全てのマウス

は、標準の 12:12 時間の明暗サイクル下で飼育した。 

9 匹の妊娠 GF マウスを Sankyo Labo Service Corporation から購入し、ビニルアイソレ

ーターで無菌的に飼育した。 GF マウスは、無菌飼育用固形飼料（ガンマ線照射飼料 CMF 

50kGy; Oriental yeast CO., Tokyo, Japan）と滅菌水を自由摂取させた。また、無菌状態を

確認するために、糞サンプルの綿棒検査と顕微鏡検査を実施しました。 サンプルは、ビニ

ルアイソレーターを ICR スワブ(Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha)で拭き取り、

25°C 48 時間インキュベートし、吸光光度計のフィルター550 nm で濁度を測定した。 

妊娠 GF マウスを、グループごとにビニルアイソレーターに搬入した。3 週齢時に仔マウ

スを離乳し、1 ケージあたり雌 GF マウス 3 匹収容した。4 週齢時に雌 GF マウスに SPF マ

ウスまたはモルモット糞便由来菌液を経口投与した。それぞれの糞便由来菌液投与マウス

を GF-SPF マウスと GF- Guinea pig マウスと呼ぶことにした。モルモット糞便は Japan 

SLC Inc. (Shizuoka, Japan)から購入した。 

8-9 週齢時に、全てのマウスはアイソレーターから取り出され、コンベンショナル環境下

の防音室に移動して行動実験を実施した。行動実験の直前まで、マウスは飼料と水を自由摂

取できた。行動実験実施後、頚椎脱臼にて安楽死させ、直ちに卵巣と子宮を採取し、4％パ

ラホルムアルデヒドリン酸緩衝液で固定した。  

 

2. 糞中ステロイド測定 

 糞便サンプルは Fig3-1A に示したスケジュールで採取した。糞便サンプルはホームケ

ージから収集し、解析するまで-20℃で保存した。次に、採取した糞便サンプルを乾燥させ、
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ステンレスビーズを用いてホモジナイズし、糞便サンプル 0.05g を 5mL ジエチルエーテル

（FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, Japan）で抽出した。 

コルチコステロンは公開されているプロトコルに準じて実施した(79)。酵素免疫吸着検定

胞 (ELISA) プレートを二次抗ウサギ IgG 抗体溶液 (Jackson Immuno Research 

Laboratories, PA, USA, Cat# 111-005-003, RRID: AB_2337913)でコーティングした。4℃

でインキュベート後、プレートウォッシャー (Immunowash Model 1250; Bio-Rad 

Laboratories, Inc., CA, USA)でプレートを 2 回洗浄した。ウサギ由来抗コルチコステロン

抗体のアリコート(Cosmo Bio Co., Tokyo, Japan, Cat# FKA-420-E, RRID: AB_10708379)

と horseradish-peroxidase (HRP)標識コルチコステロンのアリコート 100µL を添加後、プ

レートを覆い、4℃で overnight した。次に HRP substrate solution を各 well に加え反応

させた後、N-H2SO4 の添加によって反応を停止させる。サンプルの吸光度は、自動マイク

ロプレートリーダー(Bio-Rad model 550; Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

を使用して 450 nm で測定した。エストラジオールおよびプロゲステロンレベルの測定は、

それぞれの EIA キット(Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA)を使用した。プレー

トにアリコートを加え、トレーサーと抗体でコーティングした。22℃で 1 時間インキュベ

ート後、プレートを洗浄緩衝液で 5 回洗浄し、基質溶液を加えてから 1 時間インキュベー

トし、自動マイクロプレートリーダーを使用してサンプルの吸光度を 405 nm で測定した。 

 

3. Odor preference test 

 8 週齢の GF、GF-SPF および GF- Guinea pig マウスは、ビニルアイソレーターからコ

ンベンショナル環境下に移動した直後に行動実験を実施された。すべてのマウスは、実験開

始前に、テストケージ(Fig3-1B)にて 10 分間馴化した。テストケージは黒いアクリル板で 2

つの区画に分けられている。各区画には nose poke がある壁に隔たれ、その奥に雄または雌

マウスの尿で汚れた床敷を設置した(Fig3-1B)。雄または雌マウスの尿で汚れた床敷は、各
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4 人の adult の雄または雌を含むいくつかのケージから収集した。雄または雌マウスの尿で

汚れた床敷は、別々の区画に設置した。 

 雌マウスをテストケージに入れ、その行動を 5 分間ビデオカメラで録画した。観察項目

は各区画の滞在時間、匂い嗅ぎ時間、進入時間である。雌マウスが nose poke を嗅いだ時間

を「匂い嗅ぎ時間」、nose poke に鼻を入れた時間を「進入時間」と定義づけた。 

 

4. 統計解析 

試験期間中の糞中ステロイドホルモンの差異を評価するために、two-way repeated-

measures analysis（ANOVA）を週とグループを従属変数として実行しました。 グループ、

時間、または交互作用の効果が有意（P < 0.05）である場合、事後検定として多重比較検定

である Bonferroni test を実施した。糞中ステロイドホルモンレベルの経時変化を分析する

ために、2 つの隣接するサンプリングポイントを組み合わせた後、two-way repeated 

ANOVA を実施した。 

ノンパラメトリックテストが適応可能な場合、Wilcoxon rank sum test を用いて Odor 

preference test の行動データを分析した。また、雄の臭い探査率における群間差を評価す

る為に one-way ANOVA(Tukey least significant difference procedure)を実行した。すべて

のデータは有意水準 0.05 で両側であり、SPSS statistics 17.0 (IBM, New York, NY, USA)を

使用して分析した。 
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結果 

1. 糞中ステロイド測定 

 Fig3-2A は各グループの糞中エストラジオールレベルの経時変化を示している。GF マウ

スのエストラジオールレベルが SPF マウスのエストラジオールレベルよりも有意に低いこ

とを明らかにした。GF-SPFマウスとGF-Guinea pigマウスのエストラジオールレベルは、

GF マウスと SPF マウスのレベルの中間を示した。エストラジオール濃度の経時変化を分

析するために、2 つの隣接するサンプリングポイントを組み合わせて再分析した(Fig3-2B)。

被験者内比較により、GF マウスと GF-Guinea pig マウスのエストラジオールレベルは、

サンプリング期間を通して変動しなかった。対照的に、SPF マウスにおいて、実験後半の

エストラジオールレベルは 4.5-5 および 5.5-6 週齢時よりも有意に高いことが示された。

GF-SPF マウスの 5.5-6 週齢時のエストラジオールレベルは 4.5-5 週齢時のエストラジオー

ルレベルより有意に高かった。つまり、SPF マウスと GF-SPF マウスはサンプリング期間

後半でエストラジオールレベルが増加したが、GF マウスと GF-Guinea pig マウスでは増

加しなかった。 

Fig3-3A は各グループの糞中プロゲステロンレベルの経時変化を示している。GF マウス

の糞中プロゲステロンレベルは最も低かった。さらに、GF-Guinea pig マウスは SPF マウ

スとGF-SPFマウスより低いプロゲステロンレベルを示した。エストラジオールと同様に、

2 つの隣接するサンプリングポイントを組み合わせて再分析を実施した結果、GF マウスの

プロゲステロンレベルは変動しなかった(Fig3-3B)。サンプリング期間中のプロゲステロン

レベルの漸増は、SPF マウスと GF-Guinea pig マウスで観察された。しかし、GF-SPF マ

ウスのプロゲステロンレベルの増加は一時的なものであった。 

Fig3-4A は各グループの糞中コルチコステロンレベルの経時変化を示している。GF マウ

スのコルチコステロンレベルは最も低く、GF-SPF マウスのコルチコステロンレベルは最

も高かった。2 つの隣接するサンプリングポイントを組み合わせて再分析した結果、SPF マ
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ウスと GF-SPF マウスのコルチコステロンレベルは、サンプリング期間中に徐々に減少し

た(Fig2-4B)。GF マウスと GF-Guinea pig マウスのコルチコステロンレベルは変動しなか

った。 

 

2. Odor preference test  

Fig3-5A は、Odor preference test の匂い嗅ぎ時間を示している。GF マウスは雄の匂い

をよりも雌の匂いを嗅ぐ時間が長かった。対照的に、GF-SPF マウスは、雌の匂いよりも雄

の匂いを嗅いだ。SPF マウスと GF-Guinea pig マウスにおいて、そのような差異はみられ

なかった。また、GF マウスの雄匂い区画に費した匂い嗅ぎ時間の割合は、グループ間で最

も低かった(Fig3-5B)。 

Fig3-5C は、Odor preference test の滞在時間を示している。GF マウスは雄の匂い区画

よりも雌の匂い区画にとどまった回数が多かった。他のマウスにそのような差異はみられ

なかった。また、雄の匂い区画に対する滞在時間の割合は、GF マウスはグループ間で最も

低かった(Fig3-5D)。 

進入時間において、全てのグループで雄の匂い区画と雌の匂い区画に差異はなかった

(Fig3-5E)。また、雄の匂い区画に対する進入時間の割合に群間差はみられなかった(Fig3- 

5F)。 

 

3. 生殖器の重量 

 Fig3-6A, B は各グループの卵巣および子宮重量を示しており、双方において群間差は見

られなかった(Fig3-6A, one-way ANOVA, F[3, 37] = 0.80. n.s.; Fig3-6B, F[3, 37] = 1.20. n.s.)。 
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考察 

GF マウスの糞中のエストラジオールやプロゲステロン、コルチコステロンレベルは、

SPF マウスよりも低いことが明らかにした。また、GF マウスに SPF マウスやモルモット

糞便由来細菌叢を投与することによって、全てのステロイドホルモンの含量が増加した。加

えて、雌の GF マウスは雄の匂いよりも雌の匂いに嗜好性を示した。これらの知見は、マウ

スにおける宿主内分泌機能の発達と匂いの好み双方において腸内細菌叢が重要な役割を果

たすことを示唆している。 

SPF マウスのエストラジオールレベルは 6-7 週齢にかけて増加し、サンプリング期間の

後半まで高いレベルを維持した。マウスの卵巣におけるエストロゲン合成と血清エストロ

ゲンレベルが同様の期間にわたって増加することが報告されている(102-104)。また、血清エス

トラジオール含量と糞中エストラジオールに相関があることから(103)、SPF マウスで見られ

る糞中エストラジオール濃度の経時的変動は、卵巣におけるエストロゲン合成能力の発達

を反映していると考えられる。我々は GF マウスの糞便エストラジオールレベルが SPF マ

ウスのものよりも低く、サンプリング期間を通して増加しなかったことを明らかにした。エ

ストロゲン分泌の増加は、雌のマウスの思春期の開始において重要であることが示されて

いるため(99)、GF マウスの性成熟の遅延は、発達期のこのエストロゲン合成の低下に関連し

ている可能性がある。さらに、SPF マウスまたはモルモット腸内細菌叢が定着した GF マ

ウスのエストラジオールレベルは、GF マウスよりも高かったが、SPF マウスのエストラジ

オールレベルと同等までの回復には至らなかった。これらの結果は、発達期の細菌叢が卵巣

のエストロゲン合成能の発達に重要な役割を担っている可能性があることを示している。

また、エストラジオールと同様に GF マウスは SPF マウスより糞中プロゲステロン含量が

低かった。加えて、SPF マウスやモルモット腸内細菌叢を経口投与した GF マウスのプロ

ゲステロンは、GF マウスのものよりも有意に高く、腸内細菌叢が定着したマウスのプロゲ

ステロンレベルの回復の程度は、エストラジオールレベルよりも高いことが考えられる。こ
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れらのことから、コレステロールから変換されるプロゲステロンは様々なステロイドホル

モン生成における主要なステロイドホルモンであり、GF マウスの低いエストラジオールは、

卵巣のプロゲステロン合成活性が低いことに起因することが推測できる。また、卵巣および

子宮重量に群間差はみられなかったが、たとえば、細菌が存在しないことによるコレステロ

ールからプロゲステロンに変換する酵素活性の低下が卵巣の発育不全を誘発する可能性が

ある。GF マウスは生殖能力が低いことが報告されているが、これは卵巣のステロイド合成

能の低下によるものであると考えられる(76)。腸内細菌叢が卵巣のステロイド生成機能の発

達にどのように影響するかを解明するために、さらなる研究が必要である。 

本研究では、発達期の GF マウスの糞中コルチコステロンレベルが、エストロゲンおよび

プロゲステロンレベルと同様に、SPF マウスよりも低かった。さらに、GF-SPF マウスと

GF-Guinea pig マウスのレベルは、GF マウスのレベルよりも高かった。一方、Neufeld ら

による先行研究において、 GF マウスの血漿コルチコステロン濃度は SPF マウスの血漿コ

ルチコステロン濃度よりも高いことが報告されている(105)。この矛盾の正確な理由は不明で

あるが、先行研究の GF マウスは、新奇環境に置かれた直後に血液サンプルを採取後した。

本研究のホームケージでの糞便サンプリングは、新奇環境下の血液サンプリングよりマウ

スへのストレスが少ないことが考えられる。このことによって、本研究におけるコルチコス

テロンレベルの低下に起因する可能性がある。我々のデータは、GF マウスのコルチコステ

ロンの基礎分泌レベルが通常のマウスよりも低い可能性があると考えた。Sudo らは、GF

マウスのストレス刺激に対するコルチコステロンの放出が、SPF マウスよりも増加するこ

とを示唆した(13)。このことは、GF マウスの副腎皮質における糖質コルチコイド合成は阻害

されないことを示している。先行研究と本実験の結果を合わせて考慮すると、腸内細菌叢は

HPA 軸の調節に発達的影響を与える可能性がある。 

我々はまた、使用した床敷を用いて雌マウスの匂い嗜好性を調査した。雄の匂いがついた

床敷は、異性間のコミュニケーションにおいて重要な役割を果たす揮発性化合物と不揮発
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性化合物の両方が含まれている(106-109)。雌 GF マウスは、雄の匂いよりも雌の匂いを長く嗅

ぎ、雄の匂い区画より雌の匂い区画に滞在時間費やしたため、本実験の結果は興味深いもの

であった。また、GF マウスは雄の匂いに対する臭い嗅ぎ時間は、すべてのマウスグループ

の中で最も低かった。これらの結果は、雌の GF マウスは雄の匂いに嗜好性を示さなかった

ことを示唆する。予想に反して、雄の匂いに対する嗜好性は GF-SPF マウスのみで観察さ

れた。雄の匂いに対する雌マウスの嗜好性は、発情周期に関連し、周期的な変動があること

が報告されている(110)。本実験において、odor preference test では雌の発情周期を追跡して

いないが、GF-Guinea pig マウスと SPF マウスで雄の匂いに対する嗜好性が減衰する時期

であった可能性がある。卵巣摘出された雌マウスは雄の匂いに対する嗜好性は見られなか

ったが、エストラジオールやプロゲステロンの投与によって雄の匂いに嗜好性を示すこと

が報告されている(111)。GF マウスのステロイドホルモンレベルの低下を考慮すると、GF マ

ウスで示された同性に対する嗜好性は、エストロゲンとプロゲステロンの分泌レベルの低

下によって部分的に引き起こされた可能性があり、これによって GF マウスで見られる着

床率の低下に寄与する可能性がある。 

本研究では、糞中ステロイドレベルにおいて GF-SPF マウスと GF-Guinea pig マウス間

に差異があることを発見した。SPF マウスにおいて、GF マウスではみられない、サンプリ

ング期間後期におけるエストラジオールレベルの増加が観察された(Fig3-2B)。そして、SPF

マウス腸内細菌叢をコロナイゼーションした GF マウスは、サンプリング期間後期にエス

トラジオールレベルが増加した。興味深いことに、モルモット腸内細菌叢をコロナイゼーシ

ョンした GF マウスでは、サンプリング期間後期のエストラジオールの増加が見られなか

った。プロゲステロンにおいて、SPF マウスと同様に、GF-Guinea pig マウスのプロゲス

テロンレベルは段階的な増加を示したが、全体的なプロゲステロンの分泌レベルは、GF-

SPF と SPF マウスよりも低かった。更に、GF-Guinea pig マウスのコルチコステロンレベ

ルは、サンプリング期間中に変動はなかったが、GF-SPF マウスのコルチコステロンレベル
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は、SPF マウスと同様に段階的な減少を示した。腸内細菌叢の組成は宿主の種によって異

なり、特定種にのみ生息する細菌が存在する(113,114)。Chung らは、マウスの腸内細菌叢を投

与することで GF マウスの低下した T 細胞数と樹状細胞数が改善するが、ヒトの腸内細菌

叢の投与ではこの改善が見られなかったことを報告した(114)。これらのことから、宿主固有

の細菌叢は正常な免疫機能の発達において、重要であることが示唆される。したがって、

GF-Guinea pig マウスの糞中ホルモンレベルが GF-SPF マウスと異なる現象は、宿主固有

の細菌叢の不足によるものかもしれない。 

結論として、我々の結果は、発達期おいて GF マウスは SPF マウスと比較して性腺ステ

ロイドホルモンおよびコルチコステロンの含有量の低下を示した。また、発達期の腸内細菌

叢が匂いの嗜好性の発達に影響を与えたことを示した。更に、宿主固有の腸内細菌叢が正常

な性腺ステロイドホルモンとコルチコステロンの分泌に重要であることを示唆した。 
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図表 

 

 
 
 
Fig3-1. (A) 実験スケジュール。specific pathogen-free（SPF）マウスまたはモルモットの糞便

細菌叢を 4 週齢の無菌（GF）マウスに経口投与した（GF-SPF または GF-Guinea pig マウス）。

黒い三角形は、ステロイドホルモン分析用の糞便サンプルをサンプリングした日数を示す。8-9
週齢時にすべてのマウスをアイソレーターから出した直後に、行動実験を実施しました。(B) 
odor preference test のテストケージの概要図。 

 

(A) 

(B) 
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Fig3-2. (A) 各グループの発達期におけるエストラジオール含量の経時変化（GF;n = 3, GF-
Guinea pig; n = 4, GF-SPF; n = 3, SPF; n = 5）。折れ線グラフのアルファベットは、同じアル

ファベットのグループ間で有意差がないことを示す。GF マウスは、糞便中エストラジオールレ

ベルの低下を示した(GF vs. SPF; P < 0.05)。(B) 週毎の各糞便エストラジオールの変動を示し

ている。GF-SPF と SPF マウスは、サンプリング期間の後半にエストラジオール含量の上昇を

示した。GF と GF-Guinea pig マウスはエストラジオールレベルの増加を示さなかった。デー

タは平均値±標準誤差で表した。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001。 

 

(A) 

(B) 
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Fig3-3. (A) 各グループの発達期におけるプロゲステロン含量の経時変化（GF;n = 3, GF-Guinea 
pig; n = 4, GF-SPF; n = 3, SPF; n = 5）。折れ線グラフのアルファベットは、同じアルファベッ

トの群間で有意差がないことを示す。GF マウスは低い糞便中プロゲステロン含量を示した(GF 
vs. SPF; P < 0.001, GF vs. GF-SPF; P < 0.001, GF vs. GF-Guinea pig; P < 0.01)。GF- Guinea 
pig マウスのプロゲステロンレベルは、SPF マウスと GF-SPF マウスよりも低かった(GF-
Guinea pig vs. SPF; P < 0.001, GF-Guinea pig vs. GF-SPF; P < 0.001)。(B) 週毎の各糞便プロ

ゲステロンの変動を示している。SPF と GF-Guinea pig マウスのプロゲステロンレベルは徐々

に増加した。GF マウスはプロゲステロンレベルの増加を示さず、GF-SPF マウスの上昇は一時

的なものであった。データは平均値±標準誤差で表した。*P < 0.05。 

(A) 

(B) 
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Fig3-4. (A) 各グループの発達期におけるコルチコステロン濃度の経時変化（GF;n = 3, GF-
Guinea pig; n = 4, GF-SPF; n = 3, SPF; n = 5）。折れ線グラフのアルファベットは、同じアル

ファベットのグループ間で有意差がないことを示す。GF マウスは低い糞便中コルチコステロン

レベルを示した(GF vs. SPF; P < 0.01, GF vs. GF-SPF; P < 0.001, GF vs. GF-Guinea pig; P < 
0.05)。(B) 週毎の各糞便コルチコステロンの変動を示している。SPF と GF-SPF マウスのコル

チコステロンレベルは段階的に低下した。 GF と Guinea pig マウスは、コルチコステロンレベ

ルの減少を示さなかった。データは平均値±標準誤差で表した。*P < 0.05, ***P < 0.001。 

(A) 

(B) 
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Fig3-5. 各グループにおける odor preference test の匂い嗅ぎ時間(A)と雄匂い区画に費やされ

た匂い嗅ぎ時間の割合(B)、滞在時間(C)と雄匂い区画に費やされた滞在時間の割合(D)、進入時

間(E)と雄匂い区画に費やされた進入時間の割合(F)を示している（GF; n = 9, GF-Guinea pig; n = 

11, GF-SPF; n = 9, SPF; n = 14）。データは平均値±標準誤差で表した。*P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001。 
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Fig3-6. 8-9 週齢時の各グループの卵巣重量(A)および子宮重量(B)（GF; n = 9, GF-Guinea 
pig; n = 11, GF-SPF; n = 9, SPF; n = 12）。 
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Table3-1. 各群の試験期間内の糞中エストラジオール含量における分散分析表。黄色で塗りつぶ

されたセルは、P < 0.05 であることを示し、オレンジ色塗りつぶされたセルは、0.05 < P < 0.1
であることを示している。 
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Table3-2. 各群の試験期間内の糞中エストラジオール含量における分散分析表。黄色で塗りつぶ

されたセルは、P < 0.05 であることを示し、オレンジ色塗りつぶされたセルは、0.05 < P < 0.1
であることを示している。 

F 値 自由度 1 自由度 2 有意確率 有意確率
 week 4.222253 3 78 0.008058 0.0681
 group 7.795295 3 26 0.000714 0.000595
 week*group 2.060516 9 78 0.04334 0.683328

0.808166
0.025398

1

有意確率 有意確率
1 1
1 0.024371
1 1
1 0.372028
1 0.314652
1 1

0.037294 0.002116
0.433344 0.033874
0.740427 1

1 0.763069
1 0.51596
1 0.029472

0.526319 0.677706
0.00342 0.009029

0.651009 1
0.001373 0.591773
0.014402 0.058032
0.303452 1

1 0.20229
1 0.006301
1 0.71992
1 1
1 0.229006
1 1

GF
Guinea pig

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 
 4.5-5 week vs 6.5-7 week 
 4.5-5 week vs 7.5-8 week 
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 
 5.5-6 week vs 7.5-8 week 
 6.5-7 week vs 7.5-8 week 

SPF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 
 4.5-5 week vs 6.5-7 week 
 4.5-5 week vs 7.5-8 week 
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 
 5.5-6 week vs 7.5-8 week 
 6.5-7 week vs 7.5-8 week 

GF-SPF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 
 4.5-5 week vs 6.5-7 week 
 4.5-5 week vs 7.5-8 week 
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 
 5.5-6 week vs 7.5-8 week 
 6.5-7 week vs 7.5-8 week 

GF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 
 4.5-5 week vs 6.5-7 week 
 4.5-5 week vs 7.5-8 week 
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 
 5.5-6 week vs 7.5-8 week 
 6.5-7 week vs 7.5-8 week 

7.5-8 week

 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF
 SPF vs GF-Guinea pig
 GF-SPF vsGF-Guinea pig

6.5-7 week

 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF
 SPF vs GF-Guinea pig
 GF-SPF vsGF-Guinea pig

5.5-6 week

 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF
 SPF vs GF-Guinea pig
 GF-SPF vsGF-Guinea pig

4.5-5 week

 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF
 SPF vs GF-Guinea pig
 GF-SPF vsGF-Guinea pig

 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF
 SPF vs GF-Guinea pig
 GF-SPF vsGF-Guinea pig
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Table3-3. 各群の試験期間内の糞中プロゲステロン含量における分散分析表。黄色で塗りつぶさ

れたセルは、P < 0.05 であることを示し、オレンジ色塗りつぶされたセルは、0.05 < P < 0.1 で

あることを示している。 
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Table3-4. 各群の試験期間内の糞中プロゲステロン含量における分散分析表。黄色で塗りつぶさ

れたセルは、P < 0.05 であることを示し、オレンジ色塗りつぶされたセルは、0.05 < P < 0.1 で

あることを示している。 

F 値 自由度 1 自由度 2 有意確率 有意確率
 week 5.597954 3 78 0.001574 5.28E-11
 group 55.68973 3 26 1.88E-11 1.5E-09
 week*group 2.264402 9 78 0.026115 0.000438

0.031197
6.3E-05

2.17E-07

有意確率 有意確率
1 4.96E-08
1 3.66E-06
1 0.153034
1 0.062196
1 0.00091
1 3.8E-06

0.041943 3.41E-08
1 0.000581
1 0.952633

0.146157 0.000266
0.734217 0.014684

1 2.57E-07
1 9.64E-06

0.011901 5.81E-07
0.178992 0.011324
0.030176 1
0.654048 0.002819

1 0.025454
1 0.000792

0.135103 0.000893
0.017056 0.034898
0.591157 1
0.132558 1

1 0.514115

 SPF vs GF-SPF
 5.5-6 week vs 7.5-8 week  SPF vs GF-Guinea pig
 6.5-7 week vs 7.5-8 week  GF-SPF vsGF-Guinea pig

 GF-SPF vsGF-Guinea pig

GF
Guinea pig

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 

7.5-8 week

 GF vs GF-SPF
 4.5-5 week vs 6.5-7 week  GF vs SPF
 4.5-5 week vs 7.5-8 week  GF vs GF-Guinea pig
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 

 4.5-5 week vs 7.5-8 week 
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 
 5.5-6 week vs 7.5-8 week 
 6.5-7 week vs 7.5-8 week 

SPF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 
 4.5-5 week vs 6.5-7 week 
 4.5-5 week vs 7.5-8 week 
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 
 5.5-6 week vs 7.5-8 week 

GF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 

4.5-5 week

 4.5-5 week vs 6.5-7 week 
 4.5-5 week vs 7.5-8 week 
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 
 5.5-6 week vs 7.5-8 week 
 6.5-7 week vs 7.5-8 week 

 SPF vs GF-Guinea pig
 GF-SPF vsGF-Guinea pig
 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF

5.5-6 week

6.5-7 week

 SPF vs GF-Guinea pig

 SPF vs GF-Guinea pig
 GF-SPF vsGF-Guinea pig
 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF

 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF

 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF
 SPF vs GF-Guinea pig
 GF-SPF vsGF-Guinea pig

 6.5-7 week vs 7.5-8 week 

GF-SPF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 
 4.5-5 week vs 6.5-7 week 



57 
 

 
 
Table3-5. 各群の試験期間内の糞中コルチコステロン含量における分散分析表。黄色で塗りつぶ

されたセルは、P < 0.05 であることを示し、オレンジ色塗りつぶされたセルは、0.05 < P < 0.1
であることを示している。 
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Table3-6. 各群の試験期間内の糞中コルチコステロン含量における分散分析表。黄色で塗りつぶ

されたセルは、P < 0.05 であることを示し、オレンジ色塗りつぶされたセルは、0.05 < P < 0.1
であることを示している。 

F 値 自由度 1 自由度 2 有意確率 有意確率
 week 1.902438 3 78 0.136084 1.91E-08
 group 25.69853 9 26 6.11E-08 0.000246
 week*group 5.143593 3 78 1.82E-05 0.002149

0.000296
1

0.000105

有意確率 有意確率
1 5.97E-05
1 1
1 1
1 0.000326
1 1
1 6.48E-05

0.278695 1.31E-05
0.113829 0.000873
0.000318 0.301367

1 0.172618
0.011055 0.11406
0.020548 0.000956
0.573935 1.52E-05

1 0.000806
1 0.004973
1 0.212112

0.039159 1
0.049718 0.086451

1 0.046515
0.580078 0.2803
0.076417 0.001271
0.64717 1

0.075151 0.085915
1 1

 5.5-6 week vs 7.5-8 week  SPF vs GF-Guinea pig
 6.5-7 week vs 7.5-8 week  GF-SPF vsGF-Guinea pig

GF
Guinea pig

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 

7.5-8 week

 GF vs GF-SPF
 4.5-5 week vs 6.5-7 week  GF vs SPF
 4.5-5 week vs 7.5-8 week  GF vs GF-Guinea pig
 5.5-6 week vs 6.5-7 week  SPF vs GF-SPF

 5.5-6 week vs 6.5-7 week  SPF vs GF-SPF
 5.5-6 week vs 7.5-8 week  SPF vs GF-Guinea pig
 6.5-7 week vs 7.5-8 week  GF-SPF vsGF-Guinea pig

 6.5-7 week vs 7.5-8 week  GF-SPF vsGF-Guinea pig

SPF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 

6.5-7 week

 GF vs GF-SPF
 4.5-5 week vs 6.5-7 week  GF vs SPF
 4.5-5 week vs 7.5-8 week  GF vs GF-Guinea pig

 GF vs SPF
 4.5-5 week vs 7.5-8 week  GF vs GF-Guinea pig
 5.5-6 week vs 6.5-7 week  SPF vs GF-SPF
 5.5-6 week vs 7.5-8 week  SPF vs GF-Guinea pig

 SPF vs GF-SPF
 5.5-6 week vs 7.5-8 week  SPF vs GF-Guinea pig
 6.5-7 week vs 7.5-8 week  GF-SPF vsGF-Guinea pig

GF-SPF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 

5.5-6 week

 GF vs GF-SPF
 4.5-5 week vs 6.5-7 week 

 GF-SPF vsGF-Guinea pig

GF

 4.5-5 week vs 5.5-6 week 

4.5-5 week

 GF vs GF-SPF
 4.5-5 week vs 6.5-7 week  GF vs SPF
 4.5-5 week vs 7.5-8 week  GF vs GF-Guinea pig
 5.5-6 week vs 6.5-7 week 

 GF vs GF-SPF
 GF vs SPF
 GF vs GF-Guinea pig
 SPF vs GF-SPF
 SPF vs GF-Guinea pig
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Table3-7. 各群の Odor preference test(A)と生殖器の重量(B)における分散分析表。黄色で塗り

つぶされたセルは、P < 0.05 であることを示した。 
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総合考察 

発達期に非常に強いストレスをうける早期離乳による腸内細菌叢の変動が行動および内

分泌系に対しておよぼす影響を解明することを目的に研究を実施した。幼少期ストレスに

よる成長後の行動や神経発達、ストレス応答性の亢進が恒久的に持続することが知られて

いるが、腸内細菌叢の関与は検討されていない。そこで、第 1 章では通常よりも早く離乳し

たマウスの行動表現型に及ぼす腸内細菌叢の影響を、無菌マウスを用いて検討した。 

実験 1 では EW マウスと NW マウスの 4 週齢および 8 週齢における行動、腸内細菌叢の

構成に差異があるかを調べた。EW マウスは Marble burying test における多動性の増加が

認められた。また、EW 雄マウスでは低いうつ様行動を示すのに対し、EW 雌マウスはより

高いうつ様行動を示す傾向があった。実験 2 では、ビニルアイソレーター内で無菌マウス

を出産させ、10 日齢の時に無菌の母マウスに EW マウスまたは NW マウス糞便由来細菌叢

を経口投与して各細菌叢マウス(GF-EW or GF-NW)を作成した。それらのマウスの行動と

腸内細菌叢構成、腸管免疫細胞を測定した。GF-EW マウスと GF-NW マウス間では、4 週

齢および 8 週齢での腸内細菌叢の構成に有意な差異が認められた。4 週齢時の Tail 

suspension test では、GF-EWマウスはGF-NWマウスより顕著なうつ様行動を示したが、

この差異は 8 週齢時にはみられなかった。また、8 週齢の GF-EW マウスの脾臓では T 細

胞の数および Foxp3 陽性細胞の減少が認められた。これらのことから、EW による行動発

達および免疫系の変化には腸内細菌叢の変化が関与する可能性が考えられる。本実験の結

果は、ヒトにおける大うつ病患者の腸内細菌叢構成の変動やストレス誘発性うつ様行動の

増進を示す先行研究の結果を支持し、ストレス誘発性のうつ様行動の増進を腸内細菌叢が

誘発することを明らかにした。宿主のストレス曝露によってうつ様行動を誘発する腸内細

菌叢の構成変化が生じることから、抗生物質処理やシンバイオティクス投与によるストレ

ス誘発性の腸内細菌叢の構成変化の阻害することで、幼少期の行動異常を予防できること

が期待できる。 
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第 2 章では、この母性行動の伝播における腸内細菌叢の関与を明らかにすることを目的

に実験した。第 1 章の実験 2 と同様の方法を用いて、GF-EW マウスと GF-NW マウスを作

成してビニルアイソレーター内で繁殖させ、母性行動を観察した。その結果、GF-EW マウ

スは GF-NW マウスと比較して、リッキングやグルーミングの割合が低下する傾向があり、

巣の出入り回数が顕著に多く、EW マウスで見られる低い母性行動の次世代への伝播にも

腸内細菌叢の変化が関与することが示唆された。本章の結果は早期離乳ストレスによって

変化した腸内細菌叢の構成が関連することを示したが、そのメカニズムは依然不明瞭なま

まである。この母性行動の表現型の変動の原因として考えられる要因には妊娠期の性腺由

来ホルモンと受けた母性行動の経験がある。細菌と内分泌ホルモンの相互作用は知られて

おり、早期離乳ストレスによって変化した腸内細菌叢の構成変化が性腺由来ホルモンに作

用し、母性行動の発現に影響をおよぼした可能性が考えられる。 

第 3 章では、性発達に対する腸内細菌叢の影響を調査することを目的とした。4 週齢の無

菌マウスに SPF マウス、SPF マウスまたはモルモットの糞便由来細菌叢を投与した各細菌

叢マウス(GF-SPF or GF-Guinea pig)を作出した。その雌の糞中ステロイドホルモン(エス

トラジオール、プロゲステロン、コルチコステロン)の濃度を 8 週齢まで継時的に測定した。

また、これらの雌マウスが雌雄どちらの匂いを選択するかのテストも実施した。その結果、

無菌マウスのステロイドホルモンレベルは SPF マウスよりも低く、SPF マウスでみられる

週齢による増加もなかった。GF-SPF マウスでは、SPF マウスと類似したホルモン変動が

みられたが、GF-Guinea pig マウスのホルモンレベルはそれよりも低かった。興味深いこ

とに、無菌マウスは他のマウスと異なり、雌が雄の匂いを選択しなかった。これらのことか

ら、腸内細菌叢は性発達に影響をおよぼすことが示唆された。 

本実験は無菌マウスの低い性腺由来ホルモンを観察しただけではなく、宿主固有の腸内

細菌叢が宿主の内分泌ホルモンレベルに影響を及ぼすことを示した。このことから、第 2 章

での早期離乳マウス糞便由来菌液投与マウスの低い母性行動の発現は、早期離乳ストレス
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によって変化した腸内細菌叢構成が宿主の内分泌ホルモン、特に性腺由来ホルモンに作用

して母性行動を変化させた可能性がある。これを解明するためには、さらなる検証が必要で

ある。いずれにせよ、本研究から、幼少期の母子関係やストレスによって仔の情動行動や内

分泌発達が変化する現象において、腸内細菌叢の構成変化が重要な役割を果たすことが明

らかとなった。今後、腸内細菌叢がどのようにこれらの現象に関与するのかといったメカニ

ズムがさらに解明され、幼少期に母子関係が障害されたりストレスに曝露された動物の行

動や中枢機能が、プロバイオティクス投与によって改善されることが示されれば、伴侶動物

や家畜動物の育成方法、また人の育児においても応用価値を生み出すことが期待できる。 
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