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研究要旨 
新生児期臨界期曝露による遅発影響の視床下部部位特異的な変化を観察するため、新生

児期に遅発影響量エチニルエストラジオール（EE）曝露雌ラットでは、遅発影響の長期指

標である性周期異常に先行して視床下部前方に存在する性周期制御中枢 AVPV を検索した

ところ、kiss1 mRNA 発現低下とキスペプチンニューロン数の低下と続く LH サージの低下

が認められ、またAVPVキスペプチンニューロンのエストロゲン(ER)α受容体数も減少した。

これらの AVPV の kiss1 mRNA 発現低下や LH サージ低下は閉経相当時期の雌ラットの加齢

性変化に類似していた。しかし同様の検索を卵胞発育中枢(視床下部後方)である ARC につ

いて行ったが、kiss1 mRNA 発現およびキスペプチンニューロン数に変化は認められなかっ

た。 
また遅発影響と閾値とくに遅発影響の感受性時期の閾値について視床下部 AVPV と ARC

のキスペプチンの変化と、性周期観察を指標に検索したところ、遅発影響は性周期を指標

に生後 10 日まで持続し、生後 14 日曝露では観察されないと考えられた。 
次年度は、遅発影響と受容体との関連性についての検討を開始し、selective estrogen 

receptor modulator(SERM)新生児期曝露による遅発影響の可能性とその機序について解析を

行う予定である。 

Ａ．研究目的 
化学物質臨界期曝による遅発影響は成熟

後に至って生殖機能障害が顕在化し、その

機序も不明なため化学物質リクス評価上の

重大な懸念である。キスペプチンニューロ

ンは近年発見された神経ペプチドであるが、

エストロゲン受容体(ER)αを有すること、

エストロゲンポジティブフィードバック機

構により性周期制御中枢である視床下部前

方に位置する前腹側室周囲核(APVA)および

ネガティブフィードバック機構による卵胞

発育制御中枢である弓状核(ARC)に存在す

るという部位特異的分布から、このキスペ

プチンニューロンがこれらの制御機能の中

心的役割を果たしていることが解明されつ

つある。遅発影響についても視床下部の変

化が有意であると推測され、平成 22 年から

24年に実施した本研究課題関連研究におい

て、高橋らは、遅発影響誘発量のエストロ

ゲン新生児期曝露によるキスペチン低下を

見出したが、部位特異性については特定で

きなかった。そこで本研究は、遅発影響に

よる部位特異性の明確化は、遅発影響の機

序解明と指標の科学的根拠に極めて重要で
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あるという認識のもと、遅発影響の部位特

異的変化に焦点を絞って研究を行っている。

また化学物質のリスク評価上、遅発影響と

閾値(投与量および投与時期)の存在の明確

化も重要である。 

本研究の目的は主として以下の 2点であ

る。 

1. 雌において化学物質の臨界期曝露に

よる遅発影響が視床下部キスペプチンニュ

ーロンのいずれの制御部位に依存するのか

部位特異性を明らかし、遅発影響中枢なの

か化学物質の生殖機能の遅発影響の核とな

る機序を解明する。 

2.遅発影響の閾値とくに検査時期による

閾値を明らかにし化学物質リクス評価に資

することを目指す。 
 
Ｂ．研究方法 

1. 新生児期エストロゲン曝露による遅発

影響が LH サージおび視床下部キスペプチ

ンニューロンに及ぼす海峡の解析(図 1) 

雌 Donryu ラットに合成エストロゲンであ

り本研究の共通検索物質であるエチニルエ

ストラダイオール(EE)を生後 1 日齢に遅発

影響発現量の 0.2(EE0.2)、20μg/kgbw 
(EE20)、遅発影響非発現量 EE0.02 ug/kg 
bw(EE0.02)を単回皮下投与した。またこれ

らの遅発影響による変化とヒトの閉経期に

相当する性周期が維持する middle aged rat 
(Middle(N))と、性周期がすでに回帰せず持

続発情を示す雌ラット(Middle (PE))と比較

した。これらのラットは単回投与後、膣開

口の制背塾をチェックし、その後は実験期

間を通じて性周期を持続的に観察した。対

照群を含む各群の一部の動物については、

正常性周期を回帰する young adult(10週齢)
において卵巣を摘出後、エチニルベンゾエ

ート(EB)3 日間皮下投与、ブロゲステロン 1
回皮下投与により人工的 LH サージを誘発

し、血中 LH および FSH 値をラジオイムノ

アッセイ法にて測定した。またこの LH サ

ージ前後の視床下部キスペプチンの変化を

検索するため午前11時から午後7時まで経

時的に AVPV を含む視床下部前方と、ARC
を含む視床下部後方における kiss1mRNA
遺伝子および関連遺伝子の変化を RTPCR
法により解析し、さらに AVPV および ARC
における kiss1 遺伝子発現細胞数を in situ 
hybridization 法(ISH)にて、kiss1 遺伝子と

ERα、c-fos 遺伝子共発現数を ISH と免疫

組織化学的手法を用いて測定した。Middle 
age 群については、22 週齢の動物を用いて

同様の測定を実施した。EE 曝露した残りの

動物については 22 週齢まで性周期観察を

行い、生殖器系について病理組織学的検査

を実施した。 
 
2. 新生児期エストロゲン曝露による遅発

影響の感受期の検索(図 2) 
遅発影響を誘発するエストゲン曝露に対し

て、生後どの時期まで感受期を有するか検

討するため、生後 1 日以内(PND0)、5 日齢

(PND5)、10 日齢(PND10)および 14 日齢

(PDN14)を雌 Wistar Hannover ラットに

EE20μg/kg bw 単回皮下投与し、正常性周

期を回帰する young adult(10週齢)を用いて

視床下部前方と後方のキスペプチンニュー

ロンの変動と LH サージを上述の実験 1 と

同じ方法で検討した。また残りの動物につ

いて持続的に 40 週齢まで性周期を観察し、

生殖器系増加は病理組織学的解析を実施し

た。 
 
(倫理面への配慮) 

本研究における実験動物の使用は、動物

の愛護及び管理に関する法律(昭和 48 年法

律第 105 号、平成 17 年法律第 68 号一部改

正)、実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の

軽減に関する基準(平成 18 年環境省告示第

88 号)厚生労働省の所管する実施機関にお

ける動物実験等の実施に関する基本指針

(平成 18 年 6 月 1 日厚生労働省通知)、動物

実験の適正な実施に向けたガイドライン

(平成 19 年 6 月 1 日日本学術会議)、遺伝子
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組換え生物等の使用等の規則による生物の

多様性の確保に関する法律(平成 15 年法律

第 97 号)、特定外来生物による生態系等に

係る被害の防止に関する法律(平成 16 年法

律第 78 号)及び感染症の予防及び感染症の

患者に対する医療に関する法律(平成 10 年

法律第 114 号)等の主旨に則り、作成された

国立医薬品食品衛生研究所 動物実験の適

正な実施に関する規定および分担研究者が

各々所属する機関に設定された動物委員会

の規定等に基づき実施されたものであり、

関連法令などを遵守して行われた。  

 

C. 結果 
1. 新生児期エストロゲン曝露による遅発

影響が LH サージおび視床下部キスペプチ

ンニューロンに及ぼす海峡の解析 

1) LH サージ 

LH サージ日(排卵前日の発情前期に相当)の

1:00 から 19:00 までの LH サージ変動およ

びLH値のピークである16:00における血中

LH 比較を図 3にしめした。 
対照群ではLHサージが16:00をピークに認

められた。EE0.2 以上の群ではサージのピ

ークが用量依存性の低下が認められ、EE20

群では有意であった。EE0.02 群では対照群

と同様であった。、Middle (N)では EE20 群

より低下しており、Middle (PE)ではサージ

ピークは認められなかった。 

2) 視床下部 AVPVおよび ARCにおける

Kiss1遺伝子発現および関連遺伝子発現の

部位特異性 
前述の.LH 測定と同時期に視床下部の

AVPVおよびARCについて解析したところ、

AVPV の Kiss1mRNA は対照群において、

LH サージ日の 11 時から増加し、16:00 で

ピークを示した。このような増加は卵巣摘

出動物では認められなかった。このような

は Kiss1mRNA 発現増加は 14:00 およびピ

ーク時の 16:00 ともに EE20 群で低下し、

この結果は Middle (N)群と同様であった(図

4)。しかし ARC においてこのような

Kiss1mRNA の変化は認められなかった(図
5)。KiSS1 関連遺伝子である KiSSlR、ER
α・βおよび c-fos の RTPCR による遺伝子

発現についてAVPVおよびARCともに変化

は認められなかった。 
ISH 法による解析結果を図 6~8 に示す。ISH
により AVPV における KiSS1mRNA 陽性細

胞(同遺伝子を発現するキスペプチンニュ

ーロン)の数が、EE20 および Middle(N)群で

有意に低下し、さらに ERαとの二重染色の

結果では、Kiss1mRNA 陽性細胞における

ERα陽性細胞数が EE20 および Middle(N)
群で有意に減少した。c-fos 陽性細胞につい

ては Middle (PE)群のみで KiSS1mRNA 陽

性細胞における発現率増加が観察された。

ARC において変化は認められなかった。 
 
2. 新生児期エストロゲン曝露による遅発

影響の感受期の検索 
本実験において体重には投与時期による変

化は認められなかった。性周期観察(図 9)

では、PND0 の EE 曝露群では 17 週齢以降対

照群に比し有意な早期異常性周期が認めら

れ、この結果は今までの同系統ラットの成

績と同様であった。PND5 および PND10 の EE

曝露群では PND0 より遅れ、19 週齢から 20

週齢でほぼ同時に有意な早期異常性周期を

示した。PND14 の EE 曝露群では 25 週齢か

ら 34 週齢まで対照群より異常性周期を示

す動物が多い傾向が観察されたが、有意差

はなく、実験を終了した 40 週齢における異

常性周期発現率は対照群と同様であった。 

性周期異常に先立ち Young adult である 10

週齢で実施した人工的 LH サージ誘発およ

び視床下部 KiSS1 遺伝子解析結果では、LH

サージのピークである16:00におけるLHレ

ベルは PND0,5,10 いずれにおいても有意に

低下していた。PND14 群では変化は認めら

れなかった(図 10)。AVPV の KiSS1mRNA も同

様PND0,5,10のEE曝露群では発現が低下し

ており、PND0 から PND10 にかけその低下は

緩やかとなった。PND14 では変化は認めら
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れなかった。ARC では KiSS1 の変化は認め

られなかった(図 11)。しかし、AVPV におい

て KiSS1 関連遺伝子(GnRH1, KiSS1R, ER

α・β)の発現変化は認められなかった(図

12)。ISH 法による解析も、RTPCR の結果と

同様、KiSS1mRNA を示す細胞数の用量依存

性の低下が認められた(図 13)。 

 また本実験では膣開口に投与時期による

変化が認められた(図 14)。開口時期が、

PND10,14 の EE 群で早期化し、開口時の体

重を比較しても低値であった。膣開口翌日

から数日以内の生殖器系臓器を病理組織学

的に検索したところ、PND10,14 日齢の卵巣

発育はその他の群と同様であり、黄体形成

はなかった。また膣上皮や間質における形

態学的異常およびＥＲα陽性細胞数にも差

は認められなかった。 

 

Ｄ．考察 

1. 新生児期エストロゲン曝露による遅発

影響が LH サージおび視床下部キスペプチ

ンニューロンに及ぼす海峡の解析 

血中 LH サージの結果より、遅発影響発現量

新生児期曝露雌ラットでは、性周期異常に

先駆けて、遅発衛器量量では性周期を制御

する LH サージの低下が認められた。 
2. 視床下部 AVPVおよび ARCにおける

Kiss1遺伝子発現および関連遺伝子発現の

部位特異性の解析結果より、遅発影響発現

量新生児期曝露雌ラットでは、性周期異常

に先駆けて AVPV における KISS1mRNA の

発現低下が認められたが、ARC では KiSS1
発現の変化は認められなかった。ISH 解析

の結果より、RTPCR では脳に捉えられなか

ったが、遅発影響発現量曝露群ではキスペ

プチンニューロンにおける ERα発現率が

低下しており、AVPV では KiSS1mRNA だ

けでなく、ERαの発現にも変化があること

が示された。RTPCR 結果との差については、

脳内には多くの ERαが存在するため、

AVPV における変化を見いだせなかったと

推察される。 
これらの結果から得られた遅発影響のメカ

ニズム予想図を図 9 に示す。 
2. 新生児期エストロゲン曝露による遅発

影響の感受期の検索の解析結果より、PND0、
5、10 の EE 曝露群では異常性周期の早期

発現が認められ、PND5,10 は PND0 より遅

れて異常性周期を示した。PND0,5,10 群で

はピーク時(16:00)における LH サージ低下

が認められた。また AVPV における

kiss1mRNA 発現および陽性細胞数の低下

も同様に PAND0, 5,10 群で認められたが、

曝露時期が遅くなるにつれ、低下は緩やか

となる用量依存性の変化を示した。今回の

実験の結果より遅発影響の曝露時期の閾値

は生後 10 日までは明らかに続いているが、

徐々に感受性が弱くなっていくと考えられ

た。生後 14 日曝露では明らかな影響は今回

の指標からは認められなかったが性周期異

常の早期化傾向も示唆され、上述のように

臨界期が徐々に減衰すると考えられること

から、遅発影響の臨界時期は 14 日に近いと

ころまで存在する可能性もある。  
 PND10,14 の EE 群で観察された膣開口

早期化については、排卵していなかったこ

とから、卵巣内の E2 レベル増加の結果では

なく原因は不明であるが、これらの時期の

EE 曝露により膣上皮の ERαの感受性が変

化した可能性も管がられた。今後の検討が

必要である。 
 平成 27 年度の計画として、組織特異的な

エストロゲン活性を有する化合物(Selective 
estrogen receptor modulators)を用いて新生時

期曝露により遅発影響が発現するか検討す

る予定である。 
 
Ｅ．結論 

今までの研究結果および本年度実施した

新生児期エストロゲン曝露による遅発影響

が LH サージおび視床下部キスペプチンニ

ューロンに及ぼす海峡の解析これらの結果

から、遅発影響のメカニズム予想図を図 15
に示す。遅発影響では、LH サージ発現時に

キスペプチン発現の機能的変化(低下が主)
が生じており、遅発影響の重要な標的は視
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床下部前方に位置する AVPV であると考え

られた。またキスペプチンの変化は、遅発

影響検出の早期指標となる可能性が示され

た。 
EE 曝露時期による閾値については、視床

下部AVPVとARCのキスペプチンの変化と、

性周期観察を指標に検索したところ、遅発

影響は性周期を指標に生後 10 日まで持続

し、生後 14 日曝露では観察されないと考え

られた(図 16)。 
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図 1
ニューロンに及ぼす海峡の解析の実験デザイン
 
 

 
 
 
図 2
 

1 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響が
ニューロンに及ぼす海峡の解析の実験デザイン

2 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索の実験デザイン
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  LHサージの結果

 視床下部AVPV

の結果 

AVPVにおけるにおけるKiss1遺伝子発現
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遺伝子発現(RTPCR)(RTPCR) 
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図6視床下部
 
 

 視床下部 ARC

視床下部AVPV

ARC における

AVPVにおけるKiss1

における Kiss1 遺伝子発現

Kiss1陽性細胞数の変化
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遺伝子発現 

陽性細胞数の変化  
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 視床下部 AVPV

 視床下部 AVPV

AVPV における

AVPV における

における Kiss1 陽性細胞数と

における Kiss1 遺伝子発現と
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図 10
 

 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索における性周期観察
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図11 
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図12新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索における
伝子mRNA
 

 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索における
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関連遺
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図13 
細胞数の変化
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 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索における
細胞数の変化 

 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索における膣開口の変化
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 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響がメカニズム予想図

 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期のまとめ

新生児期エストロゲン曝露による遅発影響がメカニズム予想図
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