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Handling Treatment Induces Behavioral Changes and Stress Response in Mice

抄　録

　動物実験の開始前に行うハンドリング処置は、実験動物を実験者に馴れさせ、実験を効率的に実施する
ための有効な手段のひとつである。本研究では、ハンドリング処置が、マウスの自発活動性、不安関連行
動、および生理的ストレス反応に与える影響について検討した。実験経験のない雄性のC57BL/6N系統の
マウスに6分間のハンドリング処置を施した。この処置は、実験者が飼育ケージ内に手を入れてマウスに
触れたり、尾を掴んでマウスを持ち上げ、着衣の上で軽く抑制したり、また、ケージ蓋上にマウスを載せ、
マウスが嫌がらない範囲で頭部から背部へかけて被毛を撫でるといった操作から構成されていた。その結
果、高架式十字迷路における不安関連行動に変化はなかったが、オープンフィールドにおける自発活動性
が抑制された。更に、ハンドリング処置の直後より血中コルチコステロン濃度が上昇した。これらの結果は、
ハンドリング処置がマウスに行動的・生理学的なレベルでストレス性の変化を誘発することを示唆する。
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Abstract

“Handling treatment,” applied before animal experiment, is one of the effective methods for taming 
laboratory animals. In this study, we investigated the effect of handling treatment on spontaneous 
activity, anxiety-related behavior, and physiological stress response in mice. Experimentally naïve 
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Ⅰ　はじめに

　現在の医学・生物学領域の動物実験においては、マ
ウスが代表的な実験動物となっている。実験用に生
産・供給されているマウスは、概してヒトに対して従
順であり比較的容易に取り扱える。ただし、系統や飼
育環境によっては活動性や攻撃性が高かったり逃避反
応が強く表れたりし、飼育ケージからの取り出しや保
定といった種々の取り扱い（ハンドリング）に困難を
伴うことがある。ヒトとの接触はマウスにとって潜在
的なストレッサーであり1）、マウスに無用なストレス
を負荷しないためには、実験場面はもちろん飼育場面
においてもヒトとの接触を必要最小限に留めることが
原則である。しかしながら、実験者がマウスに頻繁に
触れざるを得ない実験も少なくない。このような実験
を行う場合、実験中のマウスの取り扱いを容易にする
ため、実験の開始に先立って実験者がマウスにあえて
積極的に触れるというハンドリング処置を施すことが
ある。ハンドリング処置に標準化された方法はなく、
実験者が自身の経験に基づいた方法で必要に応じて実
施しているのが現状であろう。例えば、飼育ケージ内
のマウスを捕まえて軽く抑制する、尾を掴んで短時間
持ち上げる、あるいは飼育ケージからマウスを取り出
して実験者の着衣に掴まらせるといった手続きの反復
がハンドリング処置となり得る2-4）。こうしたハンド
リング処置には、マウスが実験者に馴れるといった効
果や実験者がマウスの取り扱いに習熟するといった効
果が期待できる。しかしながら、ここで考慮しなけれ
ばならないのは、ハンドリング処置そのものがマウス
に重大なストレス反応を誘発してしまう可能性につい
てである。実際、ハンドリング処置の構成要素となる
マウスの保定・抑制や尾を掴んでの吊り下げは、長時
間継続したり反復したりすれば、マウスにストレス反
応を誘発することが明らかにされている5-7）。

　これまで、実験の開始に先立って行われるハンドリ
ング処置に関しては、マウスの取り扱いが容易になる
という有用な側面が経験的に知られていた一方、マウ
スの行動やストレス状態に及ぶ否定的な影響に注目さ
れることは少なかった。そこで本研究では、オープン
フィールドを用いた自発活動性の解析、高架式十字迷
路を用いた不安関連行動の解析、更に生理的ストレス
反応の指標として知られる血中コルチコステロン濃度
の測定によって、ハンドリング処置に想定される否定
的な側面について検討した。

Ⅱ　方法

1．実験動物
　日本SLC株式会社より購入した実験経験のない雄
性のC57BL/6Nマウス85匹を用いた。これらのマウ
スは、実験開始時に平均15.0週齢（SD = 3.29）で、
平均体重は30.1 g（SD = 5.82）であった。マウスは、
室温23±1℃、湿度50–60%に維持された動物飼育室
内において、アクリル製飼育ケージで3–5匹ずつ集団
飼育し、実験開始1週間前より個別で飼育した。動物
飼育室内は、明期と暗期が12時間毎に交替する（明
期：7：00–19：00）ように設定されていた。餌として
乾燥固形飼料（オリエンタル酵母工業社, MF）を与
え、自由に摂食・摂水させた。本研究で実施した全て
の実験において、マウスの週齢と体重の平均値が等し
くなるようにマッチした2群を編成し、一方をハンド
リング処置（handling treatment, HT）を施すHT群

（n＝10–14）、他方をハンドリング処置なしにケージ
内で維持するnoHT群（n＝9–12）とした。なお、本
研究の動物実験は、株式会社行医研の動物実験委員会
の承認の下、同委員会動物実験および実験動物飼育
管理規定に従って実施された（承認番号2017-BP-01, 
2018-BP-01）。

C57BL/6N male mice were gently handled for 6 minutes. The procedure involved pursuing, touching, 
and holding the mouse by hand in the cage; lifting it by its tail; and mildly restraining it by hand on the 
laboratory coat. In addition, the mouse was placed on top of the cage and its coat softly stroked over 
from scruff to back. The handling treatment significantly decreased spontaneous activity in the open 
field but did not alter anxiety-related behavior in the elevated plus maze. In comparison with controls, 
the serum corticosterone level of the handled mice was significantly increased. These data indicate that 
handling treatment can induce stress-related behavioral and physiological alterations.

Key Words：handling treatment, mice, stress, spontaneous activity, corticosterone
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2．ハンドリング処置
　本研究では、以下のように実験者が6分間にわたっ
てマウスに与える一連の操作をハンドリング処置と定
義し、HT群のマウスに個別に実施した。初めの2分
間は、滅菌された木屑を敷き詰めたアクリル製飼育
ケージにマウスを入れ、実験者がゴム手袋を装着した
手でマウスを追いかけて捕まえ、全身を覆うようにし
てケージ床面で軽く抑制する処置を、1回あたり約5
秒ずつ数秒間隔で10回程度繰り返した（Figure 1A）。
次の2分間は、マウスの尾を掴んで持ち上げ、白衣を
着用した実験者の腹部に載せ、背中を軽く押し付けな
がらマッサージした （Figure 1B）。最後の2分間は、

（1）ケージの上蓋にマウスを載せ、（2）尾を手前に軽く
引いてケージの上蓋に掴まらせ、次いで （3）マウスが
嫌がらない範囲で頭部から尾部へかけて背面を反り返
らせるように被毛を撫でる、という一連の取り扱い

（Figure 1C）を、（1）から（3）の順序で10回程度繰り
返した。noHT群のマウスは、滅菌された木屑を敷き
詰めたアクリル製飼育ケージへ入れ、そこに10分間
放置した。

3．オープンフィールドテスト
　マウス用オープンフィールド実験装置（タイヨー電
機株式会社, OF-001 ver.1）を用いた。マウスを放つ
オープンフィールドは、天井部のない透明アクリル板
製の立方体の箱（各辺30 cm）で、防音チャンバー（縦

70 cm×横60 cm×高さ50 cm）内に格納されていた。
オープンフィールドの各側面外側、床面から2 cmの
位置には、それぞれ2個の赤外線センサーが10 cm間
隔で内向きに設置され、マウスが2個のセンサーの前
方を連続して遮断すると移動反応（locomotion）と
して検出された。更に、向かい合う2側面の床面から
4.5 cmの位置にもそれぞれ12個の赤外線センサーが
2.5 cm間隔で内向きに並置され、マウスがこれらのセ
ンサーの前方を遮断すると立ち上がり反応（rearing）
として検出された。防音チャンバー内の天井部には白
色LEDが取り付けられており、点灯時の照度はオー
プンフィールドの床面中央部で110 luxであった。ま
た、防音チャンバー背面部には小型換気扇が取り付け
られており、換気を行うと共に、その駆動音をマスキ
ングノイズとした。音圧は実験箱の床面中央部で約
45 dB（C）であった。
　以上のような実験装置を用いて、ハンドリング処置
終了の10分後から10分間の試行を1回与えた。マウ
スをオープンフィールドの床面中央部に置いた後、速
やかに防音チャンバーを閉じて行動測定を開始した。
試行の開始と終了は、防音チャンバー内の照明の点灯
と消灯により規定した。

4．高架式十字迷路
　自作のマウス用高架式十字迷路を用いた。同実験装
置の迷路部は灰色のアクリル板製で、1辺10 cmの正
方形の中央エリア（center）から、幅5 cm、長さ30 
cmのオープンアーム（open arm）と同サイズのクロー
ズドアーム（closed arm）が、互いに90度の角度を
保ちながら2本ずつ進展し十字型を形成していた。迷
路部は床面から75 cm上方に水平に固定されていた。
クローズドアームの両側には透明アクリル板製の高さ
15 cmの落下防護壁が取り付けられていた。高架式十
字迷路は、高さ120 cmの白い壁で四方が囲まれた一
辺140 cmの正方形の実験区画の中央に設置され、実
験区画外から蛍光灯で間接照明されていた。その照度
は迷路上の中央エリアで約150 luxであった。
　以上のような実験装置を用いて、ハンドリング処
置終了の10分後から10分間の試行を1回与えた。マ
ウスを実験装置の中央エリアに置き、迷路内を自由
に探索させた。マウスの行動は、実験装置の上方約
1.5 mに設置したCCDカメラを介してパソコンに記録
し、行動解析ソフト（有限会社アイソニック神戸, Be 
Chase ver.1.3）を用いて、オープンアームとクローズ
ドアームそれぞれへの進入回数、2種類のアームと中

A

C

B

Figure 1Figure 1. Procedure of handling treatment. Mice in the 
handling-treated group were individually subjected to 
the handling treatment for 6 minutes, including pursuing, 
touching, and holding the mouse with the hand in the cage 
(A), lifting the mouse by the tail and mild restraint with the 
hand (B), and stroking over the coat from scruff to back (C). 
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央エリアそれぞれへの滞在時間、更に、迷路上での移
動距離を計測した。各アームへの進入・滞在は、当該
のアームへマウスの四肢が入っている状態と定義し
た。中央エリアへの滞在は、マウスがどのアームへも
進入していない状態と定義した。

5．コルチコステロン濃度測定
　ハンドリング処置終了の10分後ないしは24時間後、
マウスをイソフルラン（ファイザー株式会社）で吸
入麻酔した後に開腹し、心臓より採血した。血液は、
氷上の1.5 mlチューブに一旦保持した後、4℃に維持
しながら8000 rpmで10分間遠心分離し、血清を採取
して−30℃で凍結保存した。後日、コルチコステロ
ン測定ELISAキット（Enzo Life Sciences, Inc, ADI-
900-097）を用い、キットのプロトコルに準じて血中コ
ルチコステロン濃度を測定した。

6．データ解析
　行動実験データの統計的解析は、ハンドリング処置
の有無（群）を被験体間要因、試行の経過時間等の実
験課題内の変数を被験体内要因とする2要因の分散分
析により行い、必要に応じて対応のないt検定を実施
した。コルチコステロン濃度については対応のないt
検定により群間差を評価した。有意水準はいずれも
5%に設定した。

Ⅲ　結果

　Figure 2には、ハンドリング処置10分後に実施し
たオープンフィールドテストにおける移動反応数（A）
と立ち上がり反応数（B）の1分毎の推移を示した。

移動反応数は、HT群とnoHT群の両群において試行
開始直後に比較的多く、徐々に減少したが、HT群が
noHT群より全体的に少ない傾向にあった。Figure 
2Aにまとめたデータに関して、群（2, HT or noHT）
×経過時間（10）の2要因の分散分析を行ったところ、
群（F（1, 24） = 7.74, p < .05）および経過時間（F（9, 
216） = 13.47, p < .0001）の主効果が認められた。両
者の交互作用（F（9, 216） = .73, p = .68）は認められ
なかった。立ち上がり反応数は、noHT群において試
行中徐々に増加する傾向が見られたが、HT群におい
てはその傾向がやや弱く、一貫してnoHT群より少
なかった。Figure 2Bにまとめたデータに関して、群

（2, HT or noHT）×経過時間（10）の2要因の分散分
析を行ったところ、群（F（1, 24） = 24.07, p < .0001）
および経過時間（F（9, 216） = 2.26, p <. 05）の主効
果が認められた。両者の交互作用（F（9, 216） = 1.06, 
p = .39）は認められなかった。
　Figure 3には、ハンドリング処置10分後に実施し
た高架式十字迷路課題における各アームへの進入回数

（A）と迷路上の各エリアへの滞在時間（B）を示した。
グラフに明らかなように、全ての指標について群間の
差は殆ど見られなかった。各アームへの進入回数につ
いて群（2, HT or noHT）×アーム（2, open or closed）
の2要因の分散分析を行ったところ、群（F（1, 18） = 
1.20, p = .29）とアーム（F （1, 18） = .67, p = .43）の
主効果、およびこれらの交互作用（F（1, 18） = .20, 
p = .66）の全てが有意ではなかった。また、滞在時
間に関して群（2, HT or noHT）×エリア（3, open, 
closed, or center）の2要因の分散分析を行ったとこ
ろ、エリアの主効果（F（2, 36） = 6.39, p < .05）のみ
が有意であり、テューキーのHSD検定を行ったとこ
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Figure 2. Decreased locomotor activity (A) and rearing behavior 
(B) of handling-treated mice (HT) and undisturbed control mice 
(noHT) in the open field test. The open field test was performed 
10 minutes after the termination of handling treatment. Data are 
expressed as mean ± SEM.

Figure 3. Frequency of entries into open- and closed-arms 
(A) and time spent on these arms and center area (B) in 
the elevated plus maze for handling-treated mice (HT) and 
undisturbed control mice (noHT). The elevated plus maze test 
was performed 10 minutes after the termination of handling 
treatment. Data are expressed as mean ± SEM.
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ろ、オープンアームへの滞在時間が他のエリアへの滞
在時間より有意に短かった（ps < .01）。群の主効果（F

（1, 18） = 1.98, p = .18）と群とエリアの交互作用（F（2, 
36） = .22, p = .80）は認められなかった。また、10分
間の試行中の平均移動距離は、HT群で1890.4 cm、
noHT群で2076.4 cmであり、対応のないt検定を行っ
たところ、有意な差は認められなかった（t（18） = 1.17, 
p = .26）。
　Figure 4には、ハンドリング処置後の血中コルチコ
ステロン濃度を示した。グラフに明らかなように、HT
群の方がnoHT群より値が高かった。ハンドリング処
置からの経過時間別に対応のないt検定を行ったとこ
ろ、ハンドリング処置10分後（t（17） = 2.83, p < .05）
においても24時間後（t（18） = 3.59, p < .01）におい
ても有意な差が認められた。

Ⅳ　考察

　オープンフィールドテストでは、様々な反応の生起
数や移動距離によってマウスの自発活動性が評価され
るが、時間経過に伴う活動量の推移によって新奇な環
境に対する馴化の評価も可能である8）。馴化は、基本
的な学習形態のひとつであり、認知機能が健常に維
持されているか否かの指標になる。本研究で実施した
オープンフィールドテストでは、移動反応数も立ち
上がり反応数もHT群がnoHT群より有意に少なかっ
た。しかしながら、いずれの群においても移動反応数
が徐々に減少していく馴化が明瞭に観察され、その傾
向に群間差はなかった。つまり、ハンドリング処置は、
オープンフィールドという新奇場面での自発活動性を
全体的に低下させるものの、認知的な機能へは殆ど影

響しないことが明らかとなった。実験中のマウスの取
り扱いが容易になるという経験的に知られていたハン
ドリング処置の効果は、この自発活動性の低下が関係
していると考えられる。
　高架式十字迷路では、オープンアームはクローズド
アームと比較してマウスにより強い不安を喚起させる
エリアであると仮定され、オープンアームへの進入頻
度や同アームでの滞在時間を指標としてマウスの不安
に関する特性および状態が評価可能とされている9）。本
研究で実施した高架式十字迷路では、HT群とnoHT
の両群でオープンアームへの滞在時間がクローズド
アームへの滞在時間より短かったが、各アームへの進
入回数、各エリアへの滞在時間、および試行中の移動
距離の全てで群間に有意な差は認められなかった。つ
まり、本研究で使用したマウスの不安関連行動に異常
は見られず、ハンドリング処置は高架式十字迷路場面
で喚起される状態不安の水準には影響しないことが明
らかとなった。
　副腎皮質ホルモンであるコルチコステロンは、ス
トレス反応経路である視床下部-下垂体-副腎皮質系

（HPA系）の亢進を反映する代表的なストレスマー
カーとして知られており、様々なストレッサーの負荷
に反応して分泌されることが知られている10）。血中コ
ルチコステロン濃度は、ハンドリング処置10分後に
おいても24時間後においても、HT群がnoHT群を有
意に上回っていた。つまり、ハンドリング処置が急性
的にストレス反応を誘発し、そのストレス反応が少な
くとも24時間後まで持続することが示された。
　本研究で実施したハンドリング処置は、行動面の変
化を伴う生理的ストレス反応を誘発したことから、マ
ウスにとって嫌悪的な処置であると考えられる。ただ
し、オープンフィールドテストでは自発活動性が抑制
されたものの馴化に影響は見られず、高架式十字迷路
でもコルチコステロン濃度の上昇と並行してしばしば
観察される不安関連行動の異常11, 12）は検出されなかっ
た。したがって、本研究で観察された行動変化は認知
機能の低下や情動制御の障害ではなく、誘発されたス
トレス反応はマウスの適応性を損なう水準には達して
いない比較的低強度のものであったと推測される。
　本研究のハンドリング処置は、マウスの飼育管理や
実験の実施に際して飼養者や実験者が日常的に行う可
能性がある操作の組み合わせであった。Longordoら
は、C57BL/6系統のマウスを用いた実験で、飼育ケー
ジを揺らす、マウスに手で触れる、あるいは飼育ケー
ジをタップするといった種々の刺激提示からなる軽い
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Figure 4. Serum corticosterone levels of handling-treated mice 
(HT) and undisturbed control mice (noHT) 10 minutes (A) and 24 
hours (B) after the termination of handling treatment. Data are 
expressed as mean ± SEM. Statistical significance of difference 
was revealed by Student's t-test. *p < .05, **p < .01.
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ハンドリング（gentle handling）でさえも、1日に3分
間6日間連続で処置することで行動変化を伴うストレ
ス反応が誘発されることを明らかにしている2）。また、
Clarksonらは、同系統のマウスを用いた実験で、尾
を掴んで30秒間吊り下げる処置を1日2回9日間にわ
たって反復することで無快感症状の指標とされている
甘味溶液の選好低下が誘発されることを明らかにして
いる13）。これらの研究は、マウスの飼育管理や実験に
際して日常的に行われているおよそ全ての操作がスト
レス反応を誘発する可能性があることを示唆する。本
研究において、ハンドリング処置を構成するどの要素
がストレス反応を誘発したのかを特定することは困難
である。しかしながら、軽いハンドリングや尾を掴ん
で持ち上げるといった処置は短時間であればストレス
反応を惹き起こさないとする報告2）や被毛をやさしく
撫でるハンドリングはうつ的行動の誘発を緩和すると
いった報告4）もある。これらの知見を勘案すると、本
研究では、ケージ内および処置者の着衣上で行った一
時的な抑制・拘束がストレス反応を誘発した主たる要
因であった可能性が高い。HPA系は、身体的な抑制・
拘束に対して敏感に反応し14）、マウスでは僅か3分間
の処置でさえ血中コルチコステロンを上昇させる15）。
ただし、本研究で実施した6分間のハンドリング処置
の内、マウスの動きを抑制したのは計2分間程度に過
ぎず、しかも採血ホルダーのような器具を用いた拘束
とは異なり、マウスの自由を完全に奪う処置ではなかっ
た。このように物理的な負荷という意味ではむしろ緩
やかと考えられる抑制・拘束をごく短時間施しただけ
であるにも関わらず、HT群の血中コルチコステロン
濃度は急激に上昇し、24時間経過後もnoHT群より明
らかに高い水準が維持されていた。器具を用いた場合、
数十分間の抑制・拘束であっても、単回の処置であれ
ば、コルチコステロン濃度の上昇は処置後数時間以内
に速やかに低下するというデータが多く16-18）、24時間
にも及ぶ抑制・拘束であっても、処置から24時間後
にはベースラインに回帰するという報告もある6）。す
なわち、本研究のハンドリング処置に含まれる抑制・
拘束は、行動面において重篤な機能異常をもたらさな
いことから嫌悪性が低いと推定される反面、持続的な
ストレス反応を誘発するという点が特徴的であると言
えよう。抑制・拘束処置は用いる器具の属性によって
誘発されるストレス反応の質と強度が異なることも示
唆されており19）、ヒトが手で行う抑制・拘束には、器
具で行う抑制・拘束とはストレッサーとして異なる特
性があるのかも知れない。ただし、ハンドリング処置

によってマウスに誘発される行動変化には系統差があ
ることも示唆されており7）、本研究で観察された持続
的なストレス反応がC57BL/6N以外の系統のマウス
でも生じるのか否かについては今後検討する必要があ
ろう。
　本研究により、ハンドリング処置は、ごく短時間で
あってもマウスの行動面の変化を伴うストレス反応を
惹き起こすことが明らかとなった。ハンドリング処置
には、実験中のマウスの取り扱いが容易になるとい
う有用な効果が期待できる一方、実験データに影響し
かねないストレス反応を誘発するという否定的な側面
もあることに留意し、実施するか否かは、研究目的や
実験内容に応じて適切に判断すべきであると考えられ
る。
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