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研究要旨 
これまでの研究において、モデル化合物とした合成エストロゲンの 17-ethinylestradiol 

(EE)を、ラットにおける脳の性分化臨界期であり、原始卵胞形成期である新生期に反復経口
投与すると、雌動物に生殖内分泌機能の異常を反映すると考えられる種々の遅発影響が認

められ、遅発影響出現までの期間と用量との間に負の相関性が認められることを明らかに

した。遅発影響の中でも、子宮肥大試験の検出感度より低い用量でも増加する嚢胞状卵胞

は、遅発影響の閾値を導く新たな指標になり得るが、嚢胞状卵胞は性周期を停止させない

用量の EEでも増加することから、性周期停止のメカニズム解明に直接繋がる変化であると
考えられる。そこで今年度は、これまでと同様の時期に異なる用量の EEを雌ラット反復経
口投与し、性周期回帰停止前の時期に剖検して嚢胞状卵胞の保有と視床下部／下垂体／性

腺軸の機能との関係を調べた。 
その結果、性周期回帰停止前の時期でも嚢胞状卵胞の保有率は用量に依存して増加し、

保有率が高い用量の卵巣では LH受容体の発現が増加し、卵胞発育亢進を示唆する遺伝子発
現変化が認められた。しかし、子宮重量は低下し、卵巣での変化が血中エストロゲン（E2）

レベルに反映されていないことが示唆された。さらに E2のフィードバック部位である視床

下部弓状核(ARC)および前腹側脳室周囲核(AVPV)における kiss1遺伝子の発現はフィード
バックの減弱を示唆する変化を示し、ARCの kndyニューロンの活動が起点となって発生
するパルス状 LH分泌は、卵巣摘出条件下では Amplitudeが有意に増加した。これらのこ
とから、性周期回帰停止に先立ち嚢胞状卵胞が増加する時期は視床下部／下垂体／性腺軸

における情報交換に異常が生じていることが示唆された。 
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Ａ．研究目的 
主要な器官の形成が終わった胎児期から新
生児期までは、ヒトにおいても動物におい
ても高次機能が分化発達する重要な時期と
いえる。 
我々は、エストロジェン活性評価の陽性
対照物質である EE をモデル化学物質に選
定し、脳の性分化臨界期であり原始卵胞形
成期にあたる新生雌ラットに、EEを投与す
ると、性成熟後の性周回帰停止を始めとす
る様々な遅発影響が認められることを報告
してきた。特に、基底レベル以下のエスト
ロゲンに相当すると考えられる血中 EE 濃
度でも、性成熟後に性周期の回帰が停止し、
卵巣に嚢胞状卵胞が形成されること、なら
びに嚢胞状卵胞形成の最小用量は、子宮肥
大試験の検出感度を下回ることを確認した。
このような遅発影響は、視床下部／下垂体
／性腺軸の変化に起因した生殖内分泌機能
の変化を反映しているものと考えられる。 
これまでの研究において、EE の用量が
高いと、初回排卵が遅滞し、幼若期の卵胞
発育が抑制されていることを報告した。一
方 EEの用量が低いと、正常な春機発動を経
て正常な性周期をある程度の期間回帰した
後に停止するようになり、さらに低い用量
では性周期回帰停止が対照群より早まる事
はないが、性周期を回帰していても卵巣に
嚢胞状卵胞が形成されることを認めた。こ
のように、用量と投与後の経過時間によっ
て遅発影響の出現に向かって展開される生
殖内分泌学的変化は異なっていることから、
視床下部／下垂体／性腺軸も用量と経過時
間によって変化しているものと考えられる。
そこで本研究では、視床下部の性腺刺激ホ
ルモン放出ホルモン（GnRH）分泌を上位か
ら直接制御する視床下部キスペプチンニュ
ーロンの部位特異的変化が遅発影響出現に
果たす役割と閾値を明らかにすることを目
的として、今年度は性周期回帰停止前の時
期における嚢胞状卵胞の保有状況と視床下
部／下垂体／性腺軸の機能との関係を検討
した。 
 
Ｂ．研究方法 

1. 被験物質の調製 
投与に用いた EE（Sigma-Aldrich、純度 98%

以上）は、エタノール（和光純薬）に溶解

して 100 mg/mLの濃度に調整し、これをス
トックソリューションとして 4℃で遮光保
存した。投与検体はストックソリューショ

ンをコーン油（和光純薬）で段階希釈し、1
回の投与液量が 10 mL/kgになるように濃度
を調製した。調製検体は遮光室温保存して

調製後 1週間以内に使用した。 
 
2. 使用動物および飼育条件 
日本チャールスリバー株式会社（横浜）

より購入した Sprague-Dawley系妊娠雌ラッ
ト（Crl:CD(SD)）から自然分娩により得た
雌新生児を実験に用いた。妊娠 21日から妊
娠雌ラットの出産観察を行い、出産完了日

を 0 日齢とした。1 日齢で新生児雌ラット
の外表を観察し異常が認められない動物の

みを選抜後、各母動物に 1 腹当たり 8 匹哺
育となるよう振り分けた。雌動物が 8 匹に
満たない場合は雄動物を加え計 8 匹とした。
その後、雌ラットは四肢へ墨汁（開明、埼

玉）による入れ墨を行い個体の識別を行っ

た。 
これらの動物は麻布大学附置生物科学

総合研究所の動物飼育施設内にて温度

16-25℃および相対湿度 45-65%に設定し、
明期 12時間（8-20時）暗期 12時間の照明
条件下で、木製チップ（床敷ソフト、三協

ラボサービス、東京）を敷いたケージ（ク

リーン 200-PC、日本クレア、東京）内で、
固形飼料（CE-2、日本クレア、東京）およ
び水道水を自由摂取させて飼育した。本研

究における全ての動物実験は、麻布大学動

物実験委員会の承認を得て行われた。 

新生児期投与動物は、出生翌日の 1日齢に、
各腹の雌出生児を各群に振り分け、墨汁（開

明墨汁、開明、さいたま市）を四肢皮下に

少量注入して個体を識別した。その際、哺

育状態による影響を均等化するために、各

腹に全ての投与群の出生児を配し、雄出生

児を加えて同腹生児数を 8匹あるいは 10匹
に揃えた。子宮肥大試験に用いた動物は、
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離乳後に群分けを行った。 
新生児への投与は、Watanabe らの報告を
参照して作製した胃ゾンデを装着した注射

筒を用い、投与日に測定した体重を基に 10 
mL/kg を経口投与した。対照群には媒体と
したコーン油（和光純薬）を同様に投与し

た。子宮肥大試験では、金属ゾンデを装着

した注射筒を用いて強制経口投与を行った。

投与容量は 10 mL/kgとし、対照群には媒体
としたコーン油（和光純薬）を投与した。 

 
3. 投与方法及び投与量 
1日齢から 5日間、Watanabeらの報告を参
照して作製した胃ゾンデを装着した注射筒

を用い、EEを反復経口投与した。 
EEの用量は、先行研究に基づき設定した。
すなわち、実験 1 では春機発動後に性周期
を回帰した後、連続発情となる 0.4 g/kg/
日および性周期の回帰停止は認められない

が、嚢胞状卵胞が増加する 0.08 g/kg/日を
設定した。実験２では、初回排卵に影響が

認められる 2 g/kg/日および 0.4 g/kg/日を
設定した。いずれの実験も対照群の動物に

はコーン油を同様に投与した。 
 
4. 観察方法 
(1) 実験 1 
投与前後に一般状態を観察し、21 日齢に
離乳して 12-13 週齢まで実験に供した。そ
の間、以下の観察および測定を行った。一

般状態を投与前後に観察した。 
(ア) 体重 
投与日および、7、10 日齢ならびに 14 日
齢からは 1 週間毎に個別体重を測定し、剖
検日にも体重を測定した。 

(イ) 開眼の観察 
12 日齢から毎日開眼の有無を観察し、両
側の開眼が認められた日を開眼日として

体重を測定した。 
(ウ) 腟開口の観察 

4週齢から毎日腟開口の有無を観察し、腟
の開口が認められた動物は体重を測定した。 

(エ) 性周期の観察 

8週齢から 2週間および 12週齢から剖検
まで、毎日腟垢を採取して、ギムザ染色を

行い、性周期を観察した。性周期は、8 週
齢からの観察期間中に 4-5 日で発情を回帰
したものを正常周期に、それ以外を「その

他」に分類した。なお、連続した発情休止

期が全く観察されない連続発情、および発

情休止期が 14 日以上継続する無発情は認
められなかった。また、8 週齢からの観察
期間中に認められた発情期と発情前期の日

数の合計を集計した。 
(オ) 剖検 

12 週齢からの性周期観察において、原則
として発情期と判断された動物を剖検に供

した。 
動物は、ペントバルビタールナトリウム溶

液（ソムノペンチル、共立製薬、東京）深

麻酔下で卵巣および卵管を摘出した後に、

4 %パラホルムアルデヒド（4 %PFA）によ
る灌流固定を行い、脳は in situ hybridization
による Kiss1 遺伝子およびエストロゲン
受容体(ER)遺伝子の発現解析に供した。子
宮、下垂体および卵巣は重量を測定し、右

側の卵巣は遺伝子定量解析およびタンパク

質解析のために液体窒素を用いた急速冷凍

を行い、-80℃で保存した。左側の卵巣は組
織学的観察に供するために Bouin 液で固定
した。 

(カ) 卵巣の組織観察 
Bouin 固定した卵巣は常法に従ってパラ
フィン包埋し、4 µmの厚さで薄切して連続
切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン

染色（HE染色）した。作製した全ての切片
を観察対象とし、光学顕微鏡下で嚢胞状卵

胞および黄体の有無を確認した。嚢胞状卵

胞の判定は Acuña [Acuña,2009]に従い、卵母
細胞を欠き、大きな卵胞腔を有し、拡大し

た莢膜細胞層、および単層の内卵胞膜を有

する卵胞をひとつでも確認された動物の数

を数えた。 
 
(キ) Total RNAの抽出 
凍結卵巣は細胞破砕装置用チューブ（トミ
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ー精工、東京）に、TRIzol 試薬（Life 
Technologies Corporation, Carlsbad, CA USA）
および細胞破砕装置用ビーズ（ステンレス

φ3.2、トミー精工、東京）とともに入れ、
冷却型ビーズ式細胞破砕装置 MS-100R（ト
ミー精工、東京）を用いてホモジナイズし

た。破砕後、ホモジネートから total RNAを
抽出精製し、100 g/mLの total RNA溶液と
なるように depc処理水（DEPC treated Water、
遺伝子工学研究用、ニッポンジーン、東京）

に溶解し、-80 ℃で保存した。 

(ク) Real-time RT-PCR 
逆転写に先立ち、 total RNA 溶液を

deoxyribonuclease I（Amplification Grade、Life 
Technologies Corporation、Carlsbad、CA USA）
で処理しゲノム DNAを除去した。逆転写の
プライマーにはランダムプライマーを用い、

Taqman® Reverse Transcription Reagents（Life 
Technologies Corporation、Carlsbad、CA USA）
を用いて cDNAを合成した。合成した cDNA
を鋳型として StepOneTM Real Time PCR 
System（ Life Technologies Corporation、
Carlsbad、CA USA）を用い、TaqMan プロ
ーブ法による real-time PCRを行った。 
定量解析の対象には、卵胞発育関連因子

をコードする遺伝子、ならびにステロイド

ホルモン合成を担うタンパク質をコードす

る遺伝子を選択した。卵胞発育関連因子を

コードする遺伝子としては、莢膜細胞に発

現する LH 受容体（LHR）、発育卵胞の卵
母細胞に発現する GDF-9、顆粒層細胞に発
現する FSH 受容体（FSHR）、エストロジ
ェン受容体（ER）、インヒビンの各サ
ブユニット（Inhibin 、、）を選択
した。またステロイドホルモン合成を担う

タンパク質をコードする遺伝子としては、

莢膜細胞でのミトコンドリアへのコレステ

ロールの運送に関わる steroidogenic acute 
regulatory protein（StAR）、ミトコンドリア
でコレステロールからプレグネノロンの生

成を行う側鎖切断酵素 cholesterol side-chain 
cleavage enzyme（P450scc）、さらに細胞質

でプレグネノロンからプロゲステロン経て

テストステロンを生成する間に作用する酵

素である 3-hydroxysteroid dehydrogenase
（3-HSD）および P450c17、ならびに顆粒
層細胞に発現しテストステロンを基質とし

て E2を生成する aromatase をコードする各
mRNA を定量した。また内在性コントロー
ル と し て glyseraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）mRNA を定量し、
GAPDH mRNA 発現量で補正した相対発現
量を各遺伝子の発現量とした。 

Real-time PCRに用いた各遺伝子のプライ
マーおよびプローブの塩基配列は、NCBI
（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）より得た配
列情報を基にプライマー設計ソフトウェア

（ Primer Express 、 Life Technologies 
Corporation、Carlsbad、CA USA）を用いて
設計されたものを使用した。GAPDH遺伝子
は Pre-Developed Taqman® Assay Reagents 
Control Kits（Life Technologies Corporation、
Carlsbad、CA USA）を用いて測定した。LHR
については、選択的スプライシングによる

機能的および非機能的な発現（Tsai-Morris 
et al., 1991; Aatsinki et al., 1992; Sokka et al., 
1992）が報告されている。本研究では、リ
ガンドへの感受性を持ち合わせた機能的な

LHR mRNA発現のみを対象としていること
から、機能的 LHR mRNAに特異的な細胞膜
貫通部位をコードする exon11に特異的なプ
ライマーおよびプローブを設計した（Dufau 
et al., 1995）。用いたプライマーおよびプロ
ーブの塩基配列を表 1に示す。 

(ケ) LH受容体タンパクの定量解析 
凍結した卵巣に RIPAバッファー（0.1% 

SDS、1% Trion X-100/Tris-HCl pH 8.0）を加
え、ビーズ式細胞破砕装置によりホモジナ
イズし、遠心分離してタンパク溶液を得た。
各サンプルは DC Protein Assay（Bio Rad、
Hercules、CA、USA）によりタンパク質濃
度を測定し、各サンプルとも 10 gのタン
パク質をWestern Blottingに用いた。陽性コ
ントロールとして精巣からタンパク質を抽
出し、同様に用いた。 
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各サンプルは、ポリアクリルアミドゲル
（e-PAGEL、アトー、東京）にアプライし、
ミニスラブ電気泳動装置（AE-6530P、アト
ー、東京）を用いて 20 mA で 80 分間電気
泳動した後、セミドライ式ブロッティング
装置（WSE-4020、アトー、東京）を用いて
152 mAで 30分間通電し、PVDFメンブレ
ン（WSE-4051、アトー、東京）にブロッテ
ィングした。ブロッティング終了後、メン
ブレンを洗浄、ブロッキング（0.3 %スキム
ミルク/ PBS-T）後、洗浄して抗 LH受容体
抗体（sc-25828、Santa Cruz Biotechnology、
Santa Cruz、CA、USA）および抗-actin抗
体（#4967、Cell Signaling Technology、Danvers、
MA、USA）とインキュベートした。これを
Dako EnVision System-HRP Labelled Polymer 
(Dako、Glostrup、Denmark)および蛍光基質
（Luminata Forte Western HRP Substrate、
Millipore、Billerica、MA、USA）で可視化
し、Image Quant LAS 4000（GEヘルスケア
ジャパン、東京）により撮影した。撮影し
た画像は、画像解析ソフト Image Jによりシ
グナル強度を測定した。これを同時に測定
した-actinのシグナル強度で補正し、相対
発現量を算出した。 
 

(コ) Double-label in situ hybridization (ISH) 
還流固定した脳は、Brain Blockerを用い、

AVPV と ARC が含まれる部位を切り出し、
パラフィンブロックとした。これをラット
脳アトラス（Paxinos & Watson The Rat Brain 
in Stereotaxic Coordinates, 6th ed., Elsevier） 
を参照ながら、AVPVは Bregma 0.12 mmか
ら-0.48 mmの領域を、ARCは Bregma -1.80 
mmから-3.24 mmの領域を、20 m ごとに
10 m厚で薄切して、各サンプル 3枚の切
片を Kiss1 及び ERの in situ hybridization 
に供した。 

In situ hybridization は、  QuantiGene 
ViewRNA (Affimetrix/Panomics, Santa Clara, 
CA USA) 用に設計されたプローブ用いて
行った。その際、pretreatmentによる煮沸処
理は 20分間および protease処理は 40 ℃で
15 分間行い、ハイブリダイゼーションは
40 ℃で 150分間の条件で行った。Kiss1 の
in situ hybridizationにおける陰性対照には、
我々が維持している kiss1 遺伝子ノックア
ウトラットの脳組織を用いた。 

ISH後のスライドは光学顕微鏡下で鏡検
し、発現陽性細胞数を求めた。 

 
(2) 実験 2 
実験 1と同様の日齢に体重を測定し、一般
状態、開眼および膣開口の観察を行った。

10週齢でイソフルランによる吸入麻酔下で
卵巣を摘出し、その後 1 週間にわたり膣垢
像を観察して卵巣の残存がない事を確認し

た。卵巣は固定保存して形態観察に供した。

14週齢でイソフルランによる吸入麻酔下で
右側頚静脈にカニューレを装着し、翌日、

装着したカニューレから 6分間隔で 100 L
ずつ 2 時間にわたり血液を採取し血清を分
離した。得られた血清は、測定まで-20℃で
保存した。 

(サ) 黄体化ホルモン（LH）のラジオイ
ムノアッセイ 
血清中の LH 濃度測定は東京農工大学農
学部渡辺 元博士（研究協力者）の協力を

得て、米国 National  lntitute  of  Diabetes  
and  Digestive  and  Kidney  Diseases  か
ら供与された、ラット LHの RIAキットを
用いて二抗体法により測定した（第一抗体

anti-rat LH S-10、第二抗体抗ウサギ γグロブ
リンヤギ血清#42-99318）。標識抗原は rat 
LH-l-5 をクロラミンＴ法により 125l で標識
して使用し、標準物質には rat LH-RP-1を用
いた。測定値は、研究協力者である名古屋

大学農学部束村博子博士および上野山賀久

博士の下でパルス解析を行い、パルス頻度、

大きさ、ピークレベルおよび基底レベルを

算出した。 
 

5. 統計解析 
統計解析ソフト JMP9（SAS Institute Japan）
を用いて解析を行った。すなわち、性周期

の型は χ 二乗検定を行った。また、二群間
の解析は、F 検定を行い、分散の一様性を
確認して Studentの t-検定を実施した。その
他は、まず、分散分析を行い、群間に有意

差が認められた場合に、Dunnettの多重比較
検定を用いて、対照群と各投与群との間で

有意差検定を行った。有意水準は 5%とした。 
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（倫理面への配慮） 
本研究で行った動物実験は、麻布大学動物

実験委員会の承認を得て行われた。 
 
Ｃ．研究結果 

1. 発育および身体的発達 
実験１および２ともに投与期間中も含め

てEE投与群と対照群との間に有意差は認
められず、開眼あるいは膣開口の日齢にも

投与の影響は認められなかった（データは

示さず）。 
 
2. 性周期の回帰状況（実験1） 
図1に示すように、実験1では8-9週齢で連
続発情を示す動物はいずれの投与群にも認

められなかった。しかし、不規則な性周期

を回帰する例がEEの用量に依存して増加し、
0.4 µg/kg体重/日群では4-5日で発情を回帰
する正常な性周期を示す例はなかった。 

3. 剖検所見および器官重量（実験1） 
表2に示すように、0.08 µg/kg体重/日群で
は対照群との間に有意差を認める器官は

なかったが、0.4 µg/kg体重/日群では卵巣お
よび子宮重量が有意な低値を示し、下垂体

重量が有意な高値を示した。 
 

4. 卵巣の組織学的所見 
嚢胞状卵胞を有する卵巣の代表的組織像

を図2に、また、その保有率を図3に示す。
図3A に示すように、13週齢に卵巣を採取し
た実験１では、対照群の卵巣に嚢胞状卵胞

は認められなかったが、EE投与群では用量
に依存して保有率が増加し、0.4 µg/kg体重/
日群では75％の動物に嚢胞状卵胞が観察さ
れた。一方、10週齢に卵巣を採取した実験2
では、嚢胞状卵胞は対照群あるいは0.4 µg/kg
体重/日群では4例あるいは3例中1例に確認
されたのに対し、2 µg/kg体重/日群では5例全
例に観察された（図3B）。 

 
5. 卵巣における遺伝子発現およびLHR
発現 
図 4に示すように、0.4 µg/kg体重/日群で
は発育卵胞の卵母細胞に発現する GDF-9

（図 4A）も、顆粒層細胞に発現する FSH
受容体（図 4B）およびインヒビン（図 4D-F）、
ならびに発育卵胞の莢膜およびグラーフ卵
胞の顆粒層細胞に発現する LHR（図 4G）の
いずれも対照群と比べて発現が増加し、
LHRについてはタンパク質レベルでも増加
の傾向が認められた（図 5）。0.08 µg/kg 体
重/日群では、これらの遺伝子の発現に有意
差は認められなかったが、LHR 遺伝子につ
いては増加傾向が認められた。 
ステロイドホルモン合成にかかわる因
子としては、0.08 µg/kg 体重/日群ではコレ
ステロールの動員からプロゲステロン合成
の間に働く 3-HSD および StARの発現が
有意に増加し、0.4 µg/kg体重/日群ではプロ
ゲステロン合成からエストロゲン合成にか
かわる 3-HSD、P450c17および aromatase
の発現が有意に増加した（図 6A−5E）。 

 
6. 視床下部におけるkiss1およびER発
現 

図 7には ARCにおける kiss1 mRNAおよ
び ER mRNAの二重 in situ hybridization
の代表例を示し、図 8には AVPVにおける
kiss1 mRNAおよび ER mRNAの二重 in 
situ hybridizationの代表例を示す。 
対照群および EE投与群において、赤色顆
粒で可視化される ERと青色顆粒で可視
化される kiss1 の発現細胞数を数えたとこ
ろ、ARCでは Kiss1発現細胞数が増加し（図
7A）、AVPV では Kiss1 単独あるいは
Kiss1/ERα 共発現細胞数が共に減少してい
た（図 8A）。 
陰性対照とした kiss1遺伝子ノックアウト
ラットの脳組織では、AVPVおよび ARCの
いずれの部位においても、ERα のシグナル
である赤色顆粒は認められたが、kiss1のシ
グナルである青色顆粒は認められなかった
（図 7Bおよび 8B）。子宮では子宮腺に ERα
のシグナルである赤色顆粒が局在していた
（図 8C）。 

 
7. EE曝露動物におけるパルス状LH分泌 
図 9にはパルス状 LH分泌各パラメータ
ー血清中 LH 濃度の個別変動を示し、表 3
にはパルス解析結果を示す。 
各パラメーターのうち、0.4 g/kg 体重/
日群の Amplitude が対照群と比べて有意な
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高値を示した。その他のパラメーターは対
照群と EE 投与群との間で有意差は認めら
れなかった。 
 
Ｄ．考察 
成熟雌動物に排卵をもたらす性腺刺激ホ

ルモンの大量放出（サージ）は、視床下部

で性腺刺激ホルモン放出ホルモンを上位か

ら直接制御しているキスペプチン分泌ニュ

ーロンの局在の性差に起因していることが

近年の研究で知られるようになった。この

ような性差は、視床下部の分化過程で作用

する性ステロイドによって決定されるが、

性ステロイドが関与し得る時期は限定的で、

このような時期は性分化の臨界期と呼ばれ

ている。生殖発生毒性試験に汎用されてい

るラットでは出生直前から生後 5 日ころま
でがこの時期に相当し、精巣由来のアンド

ロゲンが脳内の aromatase によってエスト
ロゲンに変換され、これが、雌に固有の性

腺刺激ホルモンサージを制御する AVPV に
おけるキスペプチンンニューロンを不可逆

的に消失させて、キスペプチンンニューロ

ンが ARC のみに局在する雄型の脳になる
と理解されている。脳の性分化における性

ステロイドに対する感受性は雌にも存在し、

この時期の雌にアンドロゲンが作用すると、

雄と同様のメカニズムで雄型の脳へと分化

する。また、胎児および新生児期の肝臓で

合成され、循環血中に分泌されて母体由来

のエストロゲンと特異的に結合する

-fetoprotein とは結合親和性の低いエスト
ロゲン活性物質も雄型の脳へと分化させる

ことができる。本研究でモデル化合物とし

て用いた EE も内因性 E2 と比べて

-fetoprotein との結合親和性が低いことか
ら、脳の性分化に影響を及ぼすことができ

ると考えられる。 
今回我々は、0.4あるいは 0.08 µg/kg体重/
日の用量の EEを、生後 1日の雌ラットに反
復経口投与し、性周期の回帰停止以前の時

期における視床下部／下垂体／性腺軸の変

化を検討した。この時期が性周期回帰停止

前であることは、平成 25年度までの研究で

も確認され、0.08 µg/kg 体重/日の用量では
26週齢に至っても、不規則な性周期を回帰
するものの、発情の回帰は停止しないこと

が確認されている。本研究において、EE投
与群では、視床下部 AVPVおよび ARCのい
ずれにおいても kiss1 遺伝子の発現変化が
認められ、また、卵巣では、性腺刺激ホル

モン受容体の発現増加、ならびにその下流

に位置するステロイド合成酵素などの遺伝

子発現増加が認められ、この時期に既に視

床下部および性腺のいずれにも明瞭な変化

が生じている事が明らかになった。 
視床下部における kiss1遺伝子の発現変化
は、部位により異なる。すなわち、エスト

ロゲンのポジティブフィードバックを受け

る AVPV では低下が認められ、ネガティブ
フィードバックを受ける ARC では増加が
認められた。子宮重量が減少していること

から、循環血中 E2濃度が 0.4 µg/kg体重/日
群では低下し、フィードバックが減弱した

ことが kiss1 遺伝子の発現増加をもたらし
たとも考えられるが、卵巣摘出条件下で測

定したパルス状LHのAmplitudeも0.4 µg/kg
体重/日群で増加していた。パルス状 LH 分
泌は ARCの Kndyニューロンといわれるキ
スペプチン、ダイノルフィンおよびニュー

ロキニン Bを分泌する細胞で発生する刺激
によって発生する LH の分泌パターンであ
る。今回、卵巣からのフィードバックを欠

く条件でも Amplitude が増加していたこと
から、ARC の Kndy ニューロン自身に影響
を及ぼしている可能性が示唆された。 

EE 投与群の卵巣における遺伝子発現は、
E2合成促進を示唆する変化となっていた。

しかし、子宮重量から推測すると、E2濃度

はむしろ低下しているものと推測された。

血中 E2濃度の確認が必要とされるが、昨年

度の研究において EE 投与群では幼若期の
血中E2濃度は卵胞発育や卵巣おける遺伝子

発現動態と一致していなかった。幼若期で

は、卵胞発育は抑制されており、性成熟期

とは全く逆の変化を示していた。時期によ

って卵胞発育に及ぼす影響が異なる理由は
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不明である。しかが、いずれの時期も卵巣

内部の変化が血中E2濃度に反映されていな

いと考えられる。 
性腺刺激ホルモンによってステロイド合

成系が増強されても、それが血中濃度に反

映されないと、卵巣の機能的変化に一致し

ない刺激がさらに卵巣に加えられる結果と

なる。嚢胞状卵胞の形成にはこのような視

床下部／下垂体／性腺軸における情報交換

の異常が関与している事が推測された。 
嚢胞状卵胞の形成については、10 週齢に
観察した実験 2 の対照群でも 1 例に認めら
れていることから、13 週齢での出現が EE
投与の影響かどうかは、さらに例数を追加

して検討する必要がある。しかし、本研究

から、性周期の回帰を停止しない用量でも

卵巣に影響が認められ、性周期の回帰を停

止する用量でも、回帰停止前の時期にすで

に視床下部／卵巣のいずれにも変化が生じ

ていることが明らかになり、嚢胞状卵胞は

閾値の指標として有用であると考えられる。

しかし、性周期を回帰している段階での嚢

胞状卵胞の毒性学的意義についてはさらに

検討が必要である。 
以上のように、今年度の研究から、子宮

重量を増加させない用量の EEでも、新生児
期での経口曝露により嚢胞状卵胞を形成さ

せ、その時期には視床下部／下垂体／性腺

軸における情報交換に異常が生じているこ

とが示唆された。 
 
Ｆ．研究発表 
1.  論文発表 
1）Shirota M, Kawashima J, Ogawa Y, Kamiie J, 
Yasuno K, Shirota K, Yoshida M.  
Delayed effects of single neonatal subcutaneous 
exposure of low-dose 17α-ethynylestradiol on 
reproductive function in female rats.  
Journal of Toxicological Sciences 37: 681-689 
(2012) 
2）Shirota M, Kawashima J, Nakamura T, 
Ogawa Y, Kamiie J, Shirota K.  
Vascular Hamartoma in the Uterus of a Female 

Sprague-Dawley Rat with an Episode of 
Vaginal Bleeding.  
Toxicologic Pathology (in press) 
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1）川嶋 潤、中村 知裕、菅田 恵理世、鈴 
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ットへのエチニルエストラジオール曝露が
幼若期の卵巣における卵胞発育関連遺伝子
の発現に及ぼす影響 第 40 回日本毒性学
会学術年会（2013年 6月） 
２）代田 眞理子：ラット周生期エストロ

ゲン活性物質曝露による遅発影響—毒性学
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表 1 リアルタイム PCR に用いたプライマーおよびプローブ  

 

ターゲット Accession No.   配列（5’⇒3’） 

GDF-9 AF 099912 プライマー F AGCTCAAATGGGACAACTGGAT 

   R GGGACAGTCCCCTTTACAGTACCT 

  プローブ  CCCCGCACAGATAC 

FSHR NM 199237 プライマー F CAAATGATCCTTTCGGGATGA 

   R CCCGGAACGCCATTGA 

  プローブ  TGAGCACAAACCTC 

ERβ NM 012754 プライマー F CCTGCCGACTTCGCAAGT 

   R CCACACCGTTCTCTCCTGGAT 

  プローブ  TTATGAAGTAGGAATGGTCAAGTG 

Inhibin α M 36453 プライマー F GCAGCTCTACCAGGGAGCAT 

   R ACTTGAAAGAGTAGCCTCCATCTGA 

  プローブ  AGGTCCCTACGCGTCCGAACCAC 

Inhibin βA M 37482 プライマー F CCCAGAGGTGCCTGCTATGT 

   R CATTGCTCCCTCTGGCTATCA 

  プローブ  CTTGGGCACTCACCCTCACAATAGTTGG 

Inhibin βB NM 080771 プライマー F CCCTGGGCCGGTGAA 

   R CGTCATCAAAGTAGAGCATAGACATAGA 

  プローブ  TTGCTGCATCCCCACCAAGCTGAG 

LHR NM 012978 プライマー F CCGTCAGGGTGTAGACAGAGAGT 

   R CGGTGCAGCTGGCTTCTT 

    CACTGGCAAACACAG 

StAR NM 031558 プライマー F GGCATGGCCACACACTTTG 

   R AGTGGATGAAGCACCATGCA 

  プローブ  AGATGCCTGAGCAAAG 

P450scc J 05156 プライマー F TCCCAGCGGTTCATCGA 

   R GAAATAAGTCTGGAGGCATGTTGA 

  プローブ  CCGTCTACCAGATGTT 

P450c17 NM 012753 プライマー F TGGCTTTGGTGGTGCACAATC 

   R TGAAAGTTGGTGTTCGGCTGAAG 

  プローブ  ATCCAAAAGGAGATTGACCA 

Aromatase M 33986 プライマー F GAAACGGTCCGCCCTTTCT 

   R TGGATTCCACACAGACTTCTACCA 

  プローブ  ATGAAAGCTCTGACGGGC 

3β-HSD L 17138 プライマー F AAGTATGCAATGTGCCACCATTT 

   R GCAAAAAGATGGCCGAGAA 

  プローブ  CATTGGCTGCCAGCAC 
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表 2 1日齢から 5日間エチニルエストラジオールの反復経口投与を受けた雌ラットの 13

週齢における器官重量（平均±標準偏差） 

 

EE (g/kg/day) 0a 0.08 0.4 

N 9 10 9 

Pituitary (mg) 13.8 ± 1.1 17.1 ± 1.0 21.3 ± 3.6** 

Ovaries (mg) 94.4 ± 18.6 98.3 ± 14.7 57.8 ± 6.1** 

Uterus (mg) 525 ± 56 493 ± 19 441 ± 93** 
a corn oil 10 mL/kg/day 
＊＊p<0.01 

 

  



22 
 

表 3 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールの反復経口投与を受けた雌ラットの 14

週齢におけるパルス状 LH 分泌のパラメーター（平均±標準偏差） 

 

 

 

 

 

 

 

動物は10週齢で両側卵巣を摘出し、13週齢で装着した頚静脈カニューレから頻回採血した。 
a corn oil 10 mL/kg/day 
＊p<0.05 

  

EE (g/kg/day) 0a 0.4 2 

N 3 3 3 

Mean LH 6.72 ± 1.22 7.20 ± 2.06 4.91 ± 1.88 

Basal LH 5.36 ± 1.12 5.56 ± 1.88 3.64 ± 1.77 

Frequency 4.0 ± 0.0 5.0 ± 1.0 3.3 ± 1.2 

Amplitude 3.65 ± 0.28  5.35 ± 1.18＊ 4.16 ± 0.32 
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図１ 1 日齢から 5日間エチニルエストラジオールの反復経口投与を受けた雌ラットの 8−9

週齢における性周期 
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図 2  

トの卵巣にみられた嚢胞状卵胞の代表的画像
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図 3 

トの嚢胞状卵胞の保有率
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図 9 1日齢から 5日間エチニルエストラジオール（EE）の反復経口投与を受けた雌ラット

の 14週齢におけるパルス状 LH分泌（実験 2） 
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