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緒　言

　胎生期および出生後の発育環境が次世代の発達に影響を与えうることは広く知られている１）。現在、母子保健の領域
において子供の学習能、情緒などの高次機能に影響する因子の同定は極めて重要な課題である。子供の発育環境におい
て、母子間の相互作用は最も重要な要因の一つであるが、代理懐胎による出産や代理保育行動が次世代の学習･記憶能
力にどのような変化が生じるかを正確に評価することは非常に困難であり、特に個体レベルで高次脳機能に及ぼす次世
代影響を捉えるモデル動物は存在していなかった。さらに、代理出産を行うに当たって、受精胚の採取、超低温保存、
凍結胚の融解など温度変化を含めた一般環境要因による影響も不明なままであった。本研究は、母体側の要因として、
子宮内環境や保育環境の違いに主たる焦点を当て、次世代の高次脳機能の形成に母子間シグナルネットワークが関与す
る可能性について検討することを目的とした。そこで、高学習能力を有していることが生まれながらに保証されたモデ
ル動物 Tokai High Avoider（THA）ラットの受精胚を用いて、学習能力の異なる母体（レシピエント）に移植し、代
理懐胎により出生した THA ラットの表現型について評価を行った。また、THA ラットの高学習能を規定する因子を
探索し、母子間シグナルがどのような分子に影響を及ぼしうるのかを考察した。

方法および結果

１．高学習能モデル動物 Tokai High Avoider（THA）ラットの確立
　THA ラットは、Jcl:Wistar ラットが由来であり、レバー押しによる電気ショック回避行動学習試験により好成績を
示す個体同士を掛け合わせて作製された（図 1）。2 世代目からは、同腹仔において高学習能力を示した雌雄を選抜し、
自然兄妹交配を繰り返し行うことで、近交系の高学習能モデル動物 THA ラットを確立、維持してきた。THA ラット
は、微量化学物質曝露による中枢神経系の次世代影響を評価する目的で作製された２）。従来の実験動物では、出生前の
学習レベルは未知であり、かつ出生後の学習能力は個体差が大きいため、化学物質曝露による次世代の中枢神経系への
影響を正確に評価することが不可能である。一方、THA ラットはこのような問題を全て解決しているため、金属、ア
ルコール、環境汚染物質などの微量曝露による次世代の学習機能への影響の検出および解析が可能である３, ４）。これま
での研究成果から、THA ラットは、生まれながらに高い学習能力と安定した情動性を示し、かつ個体差が極めて小さ
い実験動物であることが証明されている。
　THA ラットの系統維持、および本研究に関わる実験動物の学習能力は、シドマン型スケジュールに準拠した学習行
動試験により評価した５）。シドマン型スケジュールとは、スキナーボックス内の動物に対し、5 秒毎に 1 回 0.5 秒間の
電気ショックを動物の足下にあるグリッド部より発生させ、一方で、ボックス内にあるレバーを押すと嫌悪刺激を回避
し 30 秒間の休息が与えられる内容である。電気ショックの嫌悪刺激発生の際、音や光などの条件提示や回避行動成功
時の食餌などの報酬は無い。電気ショックは 100 V、0.7 mA とした。この学習行動試験は、毎日 1 時間ずつ計 10 日間
行った。本研究では 102 から 105 世代目の THA ラットを用いて種々の検討を行った。
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図 1． 高学習能モデル動物 THA ラットの系統確立および維持の概略図
THA ラットは、Jcl : Wistar ラットを由来とし、レバー押しによる電気ショック回避行動
学習試験により、好成績を示す個体同士を掛け合わせて作製した。

２．生殖工学技術を用いた THA ラット受精胚の採取、保存と代理懐胎による出産が学習能に及ぼす影響の検討
　雌雄の THA ラットを通常継代方法に従い兄妹交配させ、2 細胞期胚の採取を試みた。性成熟に達している 10－12
週齢の THA ラットを用いて、プラグとギムザ染色による膣垢検査（性周期と精子侵入）を確認後、2 細胞期胚の採取
とガラス化保存を行った６）。THA ラットの 2 細胞期胚は、排卵誘発を使用せずとも一般飼育環境下で採取することが
十分可能であった。レシピエントの学習能力が THA ラットの高学習能に与える影響を検討するため、THA ラットお
よび THA ラットと比較し明らかに低学習能を示した Wistar ラットをレシピエントとする母体に THA ラットから採
取した受精胚を移植し（図 2A）、代理懐胎により出生した仔の学習試験を被ショック数により評価した。低学習能
Wistar ラット由来の仔の被ショック数は、自然交配により生まれた THA ラットと比較し、大きな個体差が認められ、
有意に増加することが分かった（図 2B）。一方で、THA ラットをレシピエントとして出生した仔の被ショック数は、
自然交配により得た THA ラットと比較し明白な差が認めらず、高学習能への影響はなかった。代理出産による仔の学
習能力への顕著な影響は、雄ラットに認められ、雌では個体差のバラツキが現れたものの、有意な差が認められなかっ
た（図 2C）。この結果より、生殖技術に伴う環境変動が THA ラットの受精胚に与える影響は少なく、レシピエントの
学習能力が母体を介して THA ラットの表現型に大きな影響を与えることが明らかとなった。次に、低学習能 Wistar
により代理出産で生まれた THA ラット個体同士を自然交配により掛け合わせ、F1 世代を得たところ、学習能への影
響は雌雄共にどの組合せにおいても確認できなかった（図 3 A、B）。すなわち、代理出産による THA ラットの学習能
力への影響は、自然交配による出産で消去されることが分かった。
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図 2． 学習能力の異なるレシピエントを介して出生した THA ラットへの影響評価
（A）代理懐胎に用いたレシピエント（THA および低学習能 Wistar ラット）におけるレバ
ー押し回避学習行動試験の比較。（B, C）自然交配（Natural mating THA）、レシピエント
THA ラット（THA/THA）、レシピエント Wistar ラット（Wistar/THA）により出生した
仔の学習試験の結果。統計処理は、一元配置の分散分析により行った。Error bar: SD.
Asterisk: P < 0.05.
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図 3． 代理出産を介した THA ラットを掛け合わせて作出した次世代の学習への影響
（A, B）代理出産により出生した仔を掛け合わせて作出した F1 世代における学習試験の比
較。高学習能同士を掛け合わせて得た仔（High/High）、および低学習能同士を掛け合わせ
て得た仔（Low/Low）の成績を示す。Error bar: SD.

３．保育行動が THA ラットの学習能に与える影響の検討
　授乳を含めた保育行動が、仔の学習機能に与える影響を調べるため、cross-fostering による里親の交換を行った。出
産後すぐに雌 THA ラットと雌低学習能ラットを交換することで、THA ラットが低学習能 Wistar ラット由来の仔を育
て、低学習能 Wistar ラットに THA ラット由来の仔を保育させた。離乳後に学習試験を行ったところ、里親の学習能
力の違いは、雌雄共に仔の学習能力に影響を与えないことが分かった（図 4 A、B）。この結果より、代理出産による
THA ラットの学習能力への影響は、保育環境によるものではなく、レシピエントの子宮内環境が要因の一つであると
考えた。

図 4． Cross-fostering による保育環境変化が仔の学習能力に与える影響
（A, B）出生後に里親交換を行った仔の学習試験の比較。自然交配により得た仔（Natural
mating THA）、里親が THA ラットで仔が Wistar ラット（Foster mother THA/Wistar）、
里親が Wistar ラットで仔が THA ラット（Foster mother Wistar/THA）における学習試
験の結果。Error bar: SD.
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４．THA ラットを特徴付ける代謝産物の検討
　高学習能 THA ラットと低学習能 Wistar ラット（図 5A）の相違点を見出すため、血清中の代謝産物についてメタボ
ローム解析を行い、代謝産物の網羅的な比較検討を試みた。総代謝産物について主成分分析を行いグループ化したとこ
ろ、THA ラットと低学習能 Wistar ラットでは見事に 2 つのグループに分かれたことから、全く異なった代謝産物に
よって特徴付けられることが明らかとなった（図 5B）。特に特徴的な差が認められた代謝産物は、必須アミノ酸であり
分岐鎖アミノ酸 BCAA（Branched Chain Amino Acids）として知られる、バリン、ロイシン、イソロイシンであった

（図 6A）。BCAA に着目し定量的に検討したところ、THA ラットの血清中 BCAA 濃度は、低学習能 Wistar ラットと
比較して学習試験実施前から有意に高値を示した（図 6B）。非常に興味深いことに、THA ラットの血清中 BCAA は、
学習試験前後の比較においても有意な亢進を認めたが、低学習能 Wistar ラットの BCAA 濃度に変化はなかった。以
上の結果より、BCAA が THA ラットの表現型を規定していることが示唆されたため、母子間シグナルにおける BCAA
の役割や意義について、現在詳細な検討を進めている。

図 5． THA ラットと低学習能 Wistar ラットの相違点の比較検討
THA ラットと低学習能 Wistar ラットの表現型及び代謝産物の比較。（A）メタボロ－ム解
析に用いた THA および低学習能 Wistar ラットにおけるレバー押し回避学習行動試験の
比較。Error bar: SD.（B）血清におけるメタボローム解析により得られた代謝産物の主成
分分析による比較。

5



図 6． THA ラットと低学習能 Wistar ラットにおける血清中代謝産物の比較
（A）HA ラットと Wistar ラットにおける血清中の Val：バリン、Leu：ロイシン、Ile：イ
ソロイシン濃度の比較。（B）学習試験前後における THA ラットと Wistar ラットの血清中
BCAA 濃度の比較。統計処理は、unpaired Student's t-test を行った。Error bar: SD. **: P
< 0.01, *** P < 0.001.

考　察

　体外授精、胚移植、代理母体を介した出産などを中心とする生殖工学技術は、方法論が確立されており、特にマウス
において遺伝子改変個体の復元や系統保存の目的から一般的に行われてきた。代理出産による個体復元は、レシピエン
トに用いる系統によって復元率が異なることや、表現型に軽微な相違が出現することは経験から知られている。しかし
ながら、代理出産は、遺伝的背景が異なる母体内で受精胚が育まれるが、出生してくる仔のゲノム配列は保たれている
ため、出生後の高次脳機能にどのような影響が生じるかを検討されることは無かった。本研究は、レシピエントの学習
能力が THA ラットの仔の学習能力に影響を及ぼすことを明らかにした。これまで、THA ラットは母体を介した仔の
学習能力への影響を鋭敏に検出することが出来るモデル動物であることを報告しており３-５）、本研究において代理出産
による影響をも評価することが出来たと考えている。保育行動による影響はなかったことから、レシピエントの子宮内
環境が、THA ラットの高学習能という表現型形成に重要であることが考えられた。代謝産物の解析から、THA ラッ
トの示す学習機能に BCAA が重要な役割を担っていることが示唆された。それゆえ、母体の学習能力に関連した子宮
内環境動態と BCAA 代謝機構に焦点を当て解析することで、代理出産による子宮内環境を介した次世代の高次脳機能
への影響について、分子機序のより詳細な解明が期待出来る。
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