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研究要旨 

1．遅発性影響の初期変化を探るため、生後 0日の雌性Wistar Hannoverラットに無影響量 
(0.02, 0.002 μg/kg)、遅発性影響量 (20, 0.2 μg/kg)および脱雌性化用量 (2,000 μg/kg) の
17α-ethynylestradiol (EE)を 1回皮下投与し、対照群には sesami oilを投与した。発達期におけ
る視床下部前部および後部における kiss1 mRNA発現解析、血清 FSH濃度測定、雌性生殖
器の組織学的検索を行った。EE投与群では、生後 14および 21日において視床下部前部に
おける kiss1発現低下が認められ、EEの新生児期曝露がキスペプチンニューロンの発達に
影響を及ぼすことが明らかとなった。視床下部前部 (AVPV相当部位) においては遅発性影
響量よりもさらに低い用量から kiss1 mRNAの発現低下がみられ、非常に高い感受性を持つ
ことが示された。 

2．遅発性影響における ERβの関与について検討するため、生後 0日齢の雌性 Donryuラ
ットに PPT (ERαアゴニスト; 10 mg/kg)、DPN (ERβアゴニスト; 10 mg/kg)を 1回皮下投与あ
るいは併合投与し、25週齢まで性周期の観察を行った。PPTより作用は弱いものの、DPN
群においても性周期停止の早期化が認められた。一方、今回の検索では性周期に対する PPT、
DPN併合投与の影響は見いだされず、遅発性影響の発現における ERβの関与について結論
を出すにはさらに検討する必要があると考えられた。 

 
A．研究目的 
化学物質の臨界期曝露による遅発性影響

は、現行の毒性試験では検出が困難であり、

リスク評価上の課題となっている。 
 先行研究において、生後 0日の雌性Wistar 
Hannoverラットに 0.02～200 μg/kgの
17α-ethynylestradiol (EE) を単回投与すると、
性成熟には影響しないが、遅発性影響とし

て 0.2 μg/kg以上で性周期の早期停止を起こ
すことを報告した (Takahashi et al., 2013)。
さらに、EEの新生児期曝露を受けたラット
では、性周期の早期停止に先行して、排卵

制御中枢である視床下部前腹側周囲核 
(AVPV) におけるキスペプチンニューロン

の機能低下が生じていることを見いだして

いる (Ichimura et al., 2015)。また、EEの新
生児期曝露を受けたラットの視床下部では、

生後 14日において、性周期の早期停止を起
こす用量よりもさらに低い 0.02 μg/kgから
キスペプチンをコードする kiss1 mRNAの
発現低下が認められた (Takahashi et al., 
2014)。今年度は EEの新生児曝露による遅
発性影響の初期変化を明確にするため、性

成熟前の視床下部における kiss1 mRNA発
現を部位特異的に解析し、発達期のキスペ

プチンニューロンに対する影響と早期指標

の可能性について検討した。 
 遅発性影響の発現に関わるエストロゲン
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受容体 (ER) について、ERαアゴニストで
ある PPT、ERβアゴニストである DPNを用
いたこれまでの検討から、性周期異常は主

に ERαを介して起こると考えられる。しか
し、EE (ERαおよび βアゴニスト)と同等の
性周期異常を起こすには非常に高用量の

PPTが必要であること、DPNあるいは別の
ERβアゴニストの新生児期曝露によって性
周期異常が起きるという報告(Bateman and 
Patisaul, 2008; Patchev et al., 2004) があるこ
とから、遅発性影響の発現に ERβも関与す
る可能性が考えられる。今年度は PPT、DPN
高用量併合曝露による性周期への影響およ

び PPT、DPN皮下投与後の体内濃度につい
て検討した。 
 
B．研究方法 
B-1. EEの新生児期曝露による初期変化の
検索 
 Wistar Hannover GALASラット(日本クレ
ア、東京)、 妊娠 14日齢を 9腹、妊娠 15
日齢を 17腹購入し自然分娩させた。出産が
遅れた 2腹を除き、合計 24腹を実験に使用
した。腹ごとの遺伝的影響を平均化するた

め、生後 24時間以内に同じ出産日の児動物
を全て回収・混合し、雌児動物を優先的に

8匹/腹に割り付けた。1群 4腹の児動物に
EE (Sigma Aldrich, USA, CAS No. 57-63-6) 
を 1回皮下投与した。投与用量は先行研究
の結果を参照し (Takahashi et al., 2013)、遅
発性影響として性周期の早期停止を起こさ

ない用量 (無影響量; 0.002、0.02 μg/kg)、性
周期の早期停止を起こす用量 (遅発性影響
量; 0.2、20 μg/kg) および脱雌性化用量 
(2,000 μg/kg) とし、対照群には溶媒である
sesami oilを投与した。 
 生後 12、14および 21日に各群 5匹の雌児
動物について、体重を測定後、性ホルモン

測定のため断頭採血し、血清を凍結保存し

た。生後 14および 21日では、脳、下垂体、
卵巣・子宮・膣を摘出した。脳は視床下部

を切り出し、視交叉を境界として前部 
(AVPVに相当）と後部 (弓状核 (ARC) に相

当) に分けて液体窒素で急速凍結した。比
較のため、対照群の雄ラットについても同

様に視床下部の組織を採取した。脳以外の

臓器は 10％リン酸緩衝ホルマリンに浸漬し
た。組織固定後に卵巣および子宮重量を測

定し、定法に従って HE染色標本を作製、
鏡検した。子宮は 3mm間隔で横断した全て
の切片について子宮腺の数を計測した。 

Lutenizing hormone (LH) および follicle- 
stimulating hormone (FSH) 濃度は、凍結保存
した血清を用いて、National Institute of 
Diabetes and Digestive and Kidney Disease 
(National Institutes of Health [NIH], Bethesda, 
MD)から提供されたラジオイムノアッセイ
キットを使用して測定した(Taya et al., 
1983)。 
 生後 14および 21日の視床下部前部およ
び後部における遺伝子発現は real-time RT- 
PCRで解析した。Isogen (NIPPON GENE CO., 
LTD, 東京) を使用して凍結組織から total 
RNAを抽出した。Total RNA 2 μgを鋳型と
して High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kits (Applied Biosystems, USA, 
CA) による cDNA合成を行い、ABIPRISM 
7900HT (Applied Biosystems) を使用して
real-time PCRを実施した。Primerおよび
probeは TaqMan Gene Expression Assayとし
て提供されている以下のものを使用した。

KiSS-1 metastasis-suppressor (Kiss1): 
Rn00710914_ml，KISS1 receptor (Kiss1r): 
Rn00576940_ml。内部標準である GAPDHは、
TaqMan® Rodent GAPDH Control Reagents 
(Applied Biosystems) を用いて測定した。各
遺伝子の発現量は標準曲線より算出し、

GAPDHとの相対値を求めた。生後 14日の
視床下部前部における対照群の値を 1とし
て、相対的な発現量を算出した。 
 
B-2．ERα,βアゴニストおよびその複合投与に
よる遅発性影響の検索 
 これまでの実験結果と比較するため、先

行研究と同系統の Donryuラットを使用し
た。所内で維持している Donryuラットを 2 
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日間にわたり交配させ、合計 30腹自然分娩
させた。出産が遅れた 3腹を除き、27腹を
実験に使用した。腹ごとの遺伝的影響を平

均化するため、生後 24時間以内に同じ出産
日の児動物を全て回収・混合し、雌児動物

を優先的に 8匹/腹に割り付けた。6～7腹ず
つ 4群に分け、溶媒である 10%DMSO/ 
sesame oil (対照群)、PPT (Tocris Bioscience, 
UK, CAS No. 263717-53-9)10 mg/kg (PPT群)、
DPN (Tocris Bioscience, CAS No. 1428-67-7) 
10 mg/kg (DPN群) を児動物に 1回皮下投与
した。併合投与群では、PPT 10 mg/kgおよ
び DPN 10 mg/kgを各 1回皮下投与 
(PPT+DPN群)した。 
 生後 21日に離乳し、PPT群は 32匹、そ
の他の群は 36匹に雌児動物数を調整した。
生後 24日から膣開口の有無を観察し、膣開
口を認めた日の体重を測定した。体重測定

は生後 13週までは毎週、その後は隔週に実
施した。 
 10週齢時に正常性周期を示す動物の中か
ら発情前期の個体を各群 8匹選抜し、LHサ
ージのピーク時刻である 16：00に解剖を行
った。各群 5匹については体重測定後、性
ホルモン測定のため断頭採血し、血清を凍

結保存した。脳、下垂体、乳腺、卵巣、子

宮、膣を摘出し、卵巣、子宮重量を測定し

た。脳から視床下部を切り出し、視交叉を

境界として前部 (AVPVに相当) と後部 
(ARCに相当) に分け、液体窒素で急速凍結
した。その他の臓器は 10％リン酸緩衝ホル
マリンで固定後、定法に従って HE染色標
本を作製した。各群 3例は脳凍結切片作製
用に 4%パラホルムアルデヒドで潅流固定
を行った。脳以外の臓器は上記と同様に組

織学的検索に供した。 
 7週齢から 25週齢まで性周期の観察を行
った。性周期の判定は、週 5日膣スメアを
採取し 4日周期で規則的に発情が回帰する
場合を正常性周期、それ以外を異常性周期

に分類した。特に発情前期あるいは発情期

が 5日間連続した場合を持続発情とした。
PPT群および PPT+DPN群では、観察初期

から一部の個体で性周期異常が認められた。

正常性周期の個体を選抜して解剖したこと

により、異常性周期の割合が人為的に上が

るのを是正するため、10週の時点で異常性
周期を示す個体を各 1例ずつ除外した。 
 性周期の観察を終了後、26週齢で発情周
期に関係なく全ての動物を解剖した。下垂

体、卵巣、子宮、膣、肝臓、副腎を摘出し、

卵巣および子宮重量を測定した。臓器は全

て 10％リン酸緩衝ホルマリンで固定し、HE
染色標本を作製した。 
  
B-3．PPT および DPN の体内濃度分析 
 雌児動物と同様に、PPT 10 mg/kgあるい
はDPN 10 mg/kgを 1回皮下投与した新生児
雄ラットについて、投与後 2、4、24時間に
おける全身、肝臓および脳における PPT、
DPN濃度を測定した。分析は (財) 日本食
品分析センター (東京) に依頼し、LC-MS/ 
MS法で測定した (定量限界 0.01 ppm)。肝
臓および脳は 3例分の組織を一括して分析
に使用した。 
 
B-4．統計学的解析 
血清性ホルモン濃度、体重、臓器重量、

子宮腺の数、遺伝子発現量および膣開口日

齢は各群の分散を Bartlettの方法で検定し、
等分散の場合は一元配置の分散分析、不等

分散の場合は Kruskal-Wallisの方法により
検定を行った。群間に有意差が認められた

場合の多重比較検は Dunnettの方法で対照
群との間で有意差検定を行った。正常性周

期の割合については Fisherの直接確率法で
検定した。 

 
（倫理面への配慮） 
実験中に動物に与える苦痛は最小限にと

どめるよう配慮した。動物実験は，国立医

薬品食品衛生研究所動物実験委員会の審

査・承認を経て実施した。 
 

C．研究結果 
C-1. EEの新生児期曝露による初期変化の
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検索 
 生後7日までに、対照群および2,000 μg/kg
群の児動物各 1例が死亡した。その後は死
亡や異常を示す動物は認められなかった。

生後 21日までの各群の平均体重はほぼ同
様の推移を示した。途中解剖では、一部の

群の体重に統計学的有意差が散見されたが、

一定の傾向や継続性はなく偶発的変化と考

えられた (data not shown)。  
 対照群の血清 FSH濃度は生後 12日が最
も高く、日齢に従い低下した (図 1)。無影
響量および遅発性影響量では、生後 14日に
最も高値を示した。いずれの日齢において

も対照群との間に統計学的有意差は認めら

れなかった。脱雌性化用量では、生後 12お
よび 14日の FSH濃度は顕著に低く、生後
21日では他群よりも有意に高値を示した。
血清 LH濃度については、群間差は認めら
れなかった。 
 卵巣、子宮重量の結果を図 2に示す。脱
雌性化用量では、生後 14日における卵巣お
よび子宮重量が対照群に比べて有意に低く、

21日においても同様の傾向がみられた。遅
発性影響量では、生後 14日の卵巣、子宮重
量が若干低下していたが、21日では対照群
とほぼ同等であった。無影響量では生後 14、
21日ともに対照群との差はみられなかった。 
 対照群の卵胞発育は、生後 14日では小型
胞状卵胞、生後 21日では大型胞状卵胞の段
階まで進んでおり、無影響量および遅発性

影響量においても同様であった。脱雌性化

用量では卵胞発育がやや遅延しており、他

群に比べ卵胞が小型であった。 
 生後 14日の子宮腺の数は、脱雌性化用量
群ではやや増加していたが、いずれの群も

有意差は認められなかった (図 3)。生後 21
日では 0.002 μg/kg群を除いた群において、
子宮腺の数が対照群よりも有意に減少ある

いは減少傾向を示した。 
 生後 14および 21日における膣粘膜上皮
は、3～4層の非角化上皮細胞で構成されて
いた (図 4)。脱雌性化用量群のみで、生後
14日に粘膜最上層に好酸性の角化細胞や粘

液含有細胞の出現が観察され、他群とは異

なる組織像を示した。 
 視床下部前部および後部における kiss1 
mRNA発現レベルを図 5に示す。対照群お
よび同日齢の雄における日齢、部位、性別

ごとの相対的な発現レベルは in situ hybri- 
dization法を用いた過去の報告 (Takumi et 
al., 2011)と概ね一致しており、視床下部前
部は AVPV、後部は ARCにおける kiss1発
現に相当すると判断した。脱雌性化用量で

は、視床下部前部における kiss1 mRNA発現
は、生後 14および 21日ともに対照群に比
べて顕著に低かった。視床下部後部におい

ても、生後 14日における発現レベルが対照
群に比べて半減しており、雄と類似した発

現パターンを示した。無影響量および遅発

性影響量では、生後 14および 21日の視床
下部前部の kiss1 mRNA発現は対照群に比
べて大きく低下していたが、生後 21日では
対照群の発現レベルに近づく傾向がみられ

た。視床下部後部においては、両日齢とも

対照群と差はなかった。 
Kiss1 receptorについては、視床下部の部位、
日齢に関わらず、mRNA発現量に群間差は
認められなかった (図 6)。 
 
C-2. ERα,βアゴニストおよびその複合投与に
よる遅発性影響の検索 
 PPT群では一部の腹で投与直後に食殺が
起こり児動物数が減少した。その他の群で

も少数例食殺が認められたが、生後 5日以
降すべての群で死亡や臨床症状の異常は認

められなかった。 
 離乳後の各群の平均体重は、PPT群では
生後 5週、DPN群では 9週にかけて、対照
群に比べて有意に高値を示した (図 7)。10
～17週は群間差のないまま推移し、PPT群
では 19週から、DPN群および PPT+DPN群
では 21週から、対照群に比べて有意に高値
を示した。 
 膣開口日齢は対照群および PPT+DPN群
では生後 27.2 - 27.3日、PPT群および DPN
群では生後 27.8 - 28.2日であった (表 1)。
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膣開口時の平均体重は対照群および PPT+ 
DPN群では 78.8 - 80.4g、PPT群および DPN
群では 88.0 – 88.3gであった。4群を一括し
て比較した場合では、対照群に対して PPT
群および DPN群の膣開口日齢、体重に統計
学的有意差がみられたが、同一出産日の 2
群間 (対照群と PPT+DPN群、PPT群と DPN
群) では統計学的有意差は認められなかっ
た。 
 性周期の観察結果を図 8に示す。対照群
では 15週まで全例が正常性周期を示し、そ
の後徐々に性周期の延長や持続発情を示す

個体が増え、正常性周期の割合が低下した。

PPT群では観察を始めた 7週から異常性周
期を示す動物が一部に認められた。10週以
降急激に正常性周期の割合が減少し、19週
以降ではほぼ全例が持続発情を示した。PPT 
+DPN群においても、ほぼ同様の推移を示
した。DPN群では 11週まで全例が正常性周
期であったが、13週から性周期の延長や持
続発情を示す個体が出現し、正常性周期の

割合は 15週以降対照群に比べて有意に低
下した。 
 途中解剖 (生後 10週)では、体重、卵巣お
よび子宮重量に群間差は認められなかった 
(図 9)。最終解剖 (生後 26週)では PPT群、
DPN群および PPT+DPN群において、体重
の有意な増加、卵巣重量の有意な低下が認

められた (図 10)。子宮重量に群間差はみら
れなかった。 
 
C-3．PPT および DPN の体内濃度分析 
 単回皮下投与後の PPT濃度は、全身、脳
および肝臓のいずれも 2～4時間後に高く
なり、24時間後には大きく低下して脳では
定量限界以下となっていた (表 2)。全身に
おける DPN濃度は、PPTと同様に 2～4時
間後に高く、24時間後には低下していた。
一方、脳および肝臓では 2時間後に最も高
く、4時間後には半分以下に低下し、24時
間後には定量限界あるいはそれ以下のレベ

ルに下降していた。全体として PPT濃度よ
り DPN濃度が低い傾向がみられた。 

 
D．考察 
D-1. EEの新生児期曝露による初期変化の
検索 
 今回の検索において、EEの新生児期曝露
がキスペプチンニューロンの発達に影響を

及ぼすことが明らかとなった。ラットの

AVPVでは生後 10日頃から、ARCでは生後
0日から kiss1 mRNAの発現が認められて
いる(Takumi et al., 2011; Cao and Patisaul, 
2011)。視床下部前部では、最も低い用量か
ら kiss1 mRNAの発現低下がみられ、AVPV
の kiss1発現ニューロンが EEに対して非常
に高い感受性を持つことが示された。一方、

視床下部後部における kiss1 mRNA発現は、
無影響量および遅発性影響量では変化がみ

られず、AVPVより影響を受けにくいこと
が示唆された。 
 脱雌性化量では、生後 14および 21日に
おける視床下部前部の kiss1 mRNA発現が
低いまま維持され、視床下部後部において

も生後 14日に kiss1 mRNA発現が雄と同レ
ベルに低下していた。遺伝子発現パターン

が他群とは明確に区別されており、20～
2,000 μg/kgの間に脱雌性化の閾値が存在す
ると推測された。FSH分泌抑制、卵胞およ
び子宮腺の発達抑制、膣上皮の組織学的変

化は視床下部の脱雌性化に伴う変化と考え

られた。 
 無影響量および遅発性影響量群において

も、生後 14および 21日の視床下部前部の
kiss1 mRNA発現は対照群に比べて大きく
低下していたが、21日では対照群の発現レ
ベルに近づく傾向がみられた。先行研究で

は、EEの新生児期曝露を受けたラットにお
いて、5週齢あるいは 10週齢発情期の kiss1 
mRNA発現レベルは対照群と EE投与群で
同等であった (Takahashi et al., 2014)。した
がって、無影響量および遅発性影響量で認

められた kiss1 mRNAの発現低下は発達期
における一時的な変化で、性成熟に向かっ

て対照群との差が縮まっていくものと推測

される。 
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 20μg/kg群では卵巣、子宮重量に若干影響
がみられたが、無影響量および遅発性影響

量では kiss1 mRNA発現、FSH濃度、雌性
生殖器の発育に差はみられず、これらのパ

ラメーターは成熟後に現れる性周期の早期

停止の予測には直結しないことが示された。

遅発性影響では性周期の停止に先行して、

発情前期の AVPVにおける kiss1 mRNAの
発現および LHサージの低下が認められ、
排卵誘起機能の減弱が示唆されている 
(Ichimura et al., 2015)。成熟後のキスペプチ
ンニューロンの機能低下に発達期の kiss1 
mRNA発現低下が影響していることが推測
されるが、無影響量でも kiss1 mRNA発の現
低下が認められたことから、成熟後に影響

が顕在化するには kiss1以外の因子も関与
している可能性が考えられた。 
  
D-2. ERα,βアゴニストおよびその複合投与に
よる遅発性影響の検索 
 DPN群では、PPTより作用は弱いものの、
対照群に比べて性周期停止の早期化が認め

られた。性周期の早期停止に ERαが関与す
ることはこれまでの研究成果から明らかで

あるが、ERβの関与については様々な可能
性について慎重に考察する必要があると考

えられる。 
 DPNは ERαより ERβに対して約 70倍の
結合親和性、約 170倍の転写活性を示し
(Meyers et al., 2001)、ERβ選択的アゴニスト
として使用されているが、ERαへの作用が
全くないわけではない。本検索では DPNの
用量が非常に高く設定されていたため (10 
mg/kg)、βアゴニスト作用だけでなく、ごく
弱いながらも αアゴニスト作用が現れ、性
周期停止の早期化が起きた可能性も否定で

きない。この点を明らかにするため、高用

量 DPNの子宮肥大試験を計画している。 
 ラットの AVPVでは、ERαと比べると発
現量が低いものの出生時からERβ mRNA発
現が認められており、性差があるとの報告

もある (Orikasa et al., 2002; Cao and Patisaul, 
2011)。DPN新生児期曝露による性周期異常

の報告もあり(Bateman and Patisaul, 2008)、
遅発性影響の発現には ERαだけでなく ERβ
も関与することが推測される。しかし、今

回の検索では PPT+DPN群における性周期
の停止の発現時期および頻度は、PPT群と
ほぼ同等であり、DPNを併合投与したこと
による加算、相乗効果は明らかではなかっ

た。その原因の一つとして、PPTの用量が
挙げられ、PPTの用量が高すぎて DPN併合
投与による効果が隠れてしまった可能性が

あることから、低用量についても検討が必

要と考えられる。また、性周期以外のパラ

メーターに併合投与の影響がないかどうか、

途中解剖の動物について解析を進める予定

である。 
 PPT群および DPN群では、膣開口日齢お
よび 9週齢までの体重に対照群と有意差が
認められたが、同じ出産日の 2群間で差が
なかったことから、投与による影響ではな

いと判断した。雌ラットにおいて、エスト

ロゲンは摂餌や運動など体重に関わる行動

に影響を及ぼし、卵巣摘出により体重が増

加することが報告されている (Butera, 
2010)。19週以降に認められた体重増加は、
性周期の停止により卵胞由来のエストロゲ

ンが低下した影響であると推察された。 
 
D-3．PPT および DPN の体内濃度分析 
 EEと同様に、新生児ラットに投与された
PPT、DPNは 24時間以内に大部分が代謝さ
れ、脳への曝露は生後 0～1日の数時間以内
に限定されることが示された。脳における

最高濃度は、EE 200 μg/kg投与の場合では
0.059 ppmであったの対し (Takahashi et al., 
2013)、PPT 10 mg/kg投与では 0.35 ppmであ
った。EEに比べ PPTの投与量は 50倍高い
が、脳内濃度は 6倍に留まっており、脳内
への分布量が EEに比べて少ないことが性
周期への影響が弱い原因の一つと考えられ

た。 
 
E．結論 
 EEの新生児期曝露がキスペプチンニュ
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ーロンの発達に影響を及ぼすことが明らか

となり、ARCに比べ AVPVは非常に高い感
受性を持つことが示された。 
 PPTより作用は弱いものの、DPN群にお
いても性周期停止の早期化が認められた。

一方で、今回の検索では性周期に対する

PPT、DPN併合投与の影響は見いだされず、
遅発性影響の発現における ERβの関与につ
いて結論を出すにはさらに検討する必要が

あると考えられた。 
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