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研究要旨 
  
本研究は、エストロジェン様作用をもつ化学物質の新生期曝露により起こる遅発性影響の

機序を解明することを目的として行った。モデル物質としてエチニル・エストロジェン 
(EE) を出生後 24 時間以内の雌ラットに単回皮下投与した。1 日齢から 21 日までの性成熟

前の卵巣について、アポトーシスと細胞増殖に焦点を当て、形態学的解析と遺伝子解析を

行った。その結果、新生児卵巣の卵細胞に存在する pro-apoptosis protein である Bid3 が卵

巣の発達に重要である可能性が示唆された。その結果、新生児卵巣の pro-apoptosis protein 
である Bid3 を抑制し、その結果として形態学的に観察された多卵性卵胞が増加した可能性

が考えられた。従って、EE の新生児期曝露は生後直後から卵巣のｱﾎﾟﾄｰｼｽを誘発する可能

性が示唆された。しかし今回の検索結果からは卵巣の細胞増殖に EE 新生児期曝露による影

響は認められなかった。

 
 
A. 研究目的 
約 20 年前の 2001 年に World Wildlife 

Federation (WWF)が内分泌撹乱物質(EDCs)
に関する最初の会合を開いた[1]。EDCs に
は合成あるいは天然の様々な化学物質が含

まれ、その多くはエストロジェン作用を示

す[1]。哺乳動物においてエストロジェンは

胎子の発生過程において様々な器官の発達

に影響を及ぼすことから、EDCs が胎子期あ

るいは新生子期の感受期に曝露されること

によって生殖に関与する内分泌及び神経系

に障害が生じる[4]。  
  齧歯類では胎子期末期から新生子期初期

にかけて脳の性分化が起きることが知られ

ている[5]。雄では精巣から分泌されるアン

ドロジェンが血液脳関門を通過し、神経細

胞が発現する芳香化酵素によってエストラ

ジオールへと変換される[6]。このエストラ

ジオールが雄脳の正常は性分化には必要不

可欠である。メスでは発育途上の卵巣から

エストラジオールが分泌されるが、

α-fetoprotein と結合するため血液脳関門を
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ほとんど通過できない[7]。α-fetoprotein と
結合しない合成エストロジェン製剤は出生

前後に曝露されれば雌の脳性分化に影響す

ると予想される。 
  また EE の新生児期曝露は卵巣にも影響

を及ぼす可能性が平成 25 年まで研究結果

より明らかとなった。そこで平成 26 年度は

EE 新生児期曝露による発達期の卵巣への

影響に焦点を絞り研究を行った。とくにア

ポトーシスと細胞増殖について解析した。 
 
B. 研究方法 
2.1 実験動物と飼育環境 

 Wistar-Imamichi ラットを１４時間明 10 時

間暗の明暗条件、温度 25 ± 2 ℃、湿度 50 ± 

10 %の条件で飼育した。 餌(MR-Breeder, 

Nosan Corporation, Yokohama, Japan)および

水は自由に摂取させた。 

 

2.2 実験方法 

新生児期エストロゲン様物質曝露によるラ

ット卵巣への発達に対する影響とその機序 

In vivo 実験として、生後 0 日齢の

Wistar-Imamichi ラットにエチニルエストラ

ジオール（EE）200 µg/kg を皮下投与し、生

後 1, 3, 7, 14, 21 日齢(PND1,3,7,14, and 14)に

て卵巣を採取し、アポトーシスと細胞増殖

に焦点を当てた組織学的検索とマイクロア

レイ解析を実施し卵巣における標的遺伝子

について検索した。 

マイクロアレイ解析の結果は RTPCR に

て遺伝子の発現を確認した。 

組織学的解析においては 3 切片作製し、

卵胞数を測定した。卵細胞周囲の顆粒層細

胞が扁平なのは原始卵胞、立方状である場

合は一次卵胞と判断された。顆粒層細胞が

ない場合は前原始卵胞と判断した。 

 

In vitro 実験として、生後 0 日齢の

Wistar-Imamichi ラットの卵巣を採取し、

低・中・高用量のエチニルエストラジオー

ル（EE）とともに培養し、翌日に卵巣につ

いて検索した。  

実験計画を図 1,2 に示した。 

 

（倫理面への配慮） 
東京農工大学動物実験指針に基づき実験を

行った。 

 

C. 研究結果 

アポトーシスに関連した検索 

In vivo 実験のマイクロアレイ解析の結果、

EE 投与により発現が増加していた遺伝子

は、Calb3, Mmp7, Tnfip6, Imp1 等であり、減

少していた遺伝子は、Sepp1, CA3, Bid3(Hrk), 

Fxyd7 であった(図 2)。このうち、Hrk はア

ポトーシスに関連する遺伝子である。

RTPCR の結果、EE 投与群では Bcl2 関連遺

伝子として、Bid3 と Puma が 1 および 3

日齢において有意に低下していた。しかし

7 日齢ではいずれも対照群より高値を示し

た(図 3,4)。 

組織学的に卵胞数については対照群と投

与群での差は認められなかった(図 5)、Bid3

の免疫組織学的染色を実施したところ、1

日齢において EE 投与群では対照群より弱

い発現であった(図 6)。1 日齢の EE 投与群

では TUNEL 陽性細胞数が減少していた(図

7,8)。21 日齢の卵巣の組織学的検索におい

て、EE 投与群では 多卵性卵胞が有意に増

加してきた(図 9) 。 

In vitro 実験の結果、前述の the in vivo 実

験と同様、 EE 投与により Puma and Bid3

の発現低下が認められた(図 10)。 
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細胞増殖に関連した卵巣の検索 

1 日齢から 21 日齢までの卵巣の細胞増殖

について PCNA を指標に検索した(図 11)。 

まず対照群では、1 日齢では PCNA は原

始卵胞の卵細胞のみに観察された。3 日齢

では PCNA は原始卵胞の卵細胞、一次卵胞

の顆粒層細胞に観察された。7 日齢では

PCNA は、原始卵胞の卵細胞と顆粒層細胞、

一次卵胞の卵細胞と顆粒層細胞、二次卵胞

の卵細胞と顆粒層細胞に認められた。21 日

齢では PCNA は、原始卵胞の卵細胞と顆粒

層細胞、一次卵胞の卵細胞と顆粒層細胞、

二次卵胞の卵細胞と顆粒層細胞に認められ

た。前胞状卵胞と胞状卵胞の卵細胞、顆粒

層細胞よび莢膜細胞に観察された。 

EE 投与群において PNCA の変化は投与

による大きな差は認められなかった。現在、

細胞増殖に関するマイクロアレイ解析中で

ある。 

 

D. 考察 

アポトーシスに関連した解析結果より以

下の 2 点が明らかになった。まず、 新生児

卵巣の卵細胞に存在する pro-apoptosis 

protein である Bid3 が卵巣の発達に重要で

ある可能性が示唆された。また、EE はこの

新生児卵巣の pro-apoptosis protein である

Bid3 を抑制し、その結果、多卵性卵胞が増

加した可能性が考えられた。 

今後の予定として、EE 投与による HrK

経由のアポトーシスについて確認を行う。

HrK の ShRNA を卵巣とともに incubate し、

その形態とアポトーシスについて検索し、

EE 投与との比較を行う。 

 

細胞増殖に関連した検索より、 EE の新

生児期曝露は投与 21 日までの卵巣重量と

細胞増殖に関しては影響しないと考えられ

た。 

 

今後、以下の点について検索予定である

(図 12,13)。 

1. EE 新生児期曝露したラットの生後

1,3,7,14 および 21 日の性的 2 型核

SDN-POA の検索を行う。 SDN-POA 部

をニッスル染色と calbindin 染色を実施

して検索する。また SDN-POA サイズ

の小型化伴い増加が報告されている

Nell2 と大型に伴い増加が報告されて

いる Somatostatin の遺伝子解析を行う。

また Nestin および SOX2 染色により神

経幹細胞の変化についても検索する。 

2. 性成熟前後の EE 投与による kisspeptin, 

GnRH 、 GnIH および GnRH の変化に

ついて検索する。 

 

E. 結論 

エチニル・エストロジェン (EE) を出生後

24時間以内の雌ラットに単回皮下投与した。

1日齢から 21日までの性成熟前の卵巣につ

いて、アポトーシスと細胞増殖に焦点を当

て、形態学的解析と遺伝子解析を行った。

その結果、新生児卵巣の卵細胞に存在する

pro-apoptosis protein であるBid3が卵巣の

発達に重要である可能性が示唆された。そ

の結果、新生児卵巣の pro-apoptosis protein 

である Bid3 を抑制し、その結果として形態

学的に観察された多卵性卵胞が増加した可

能性が考えられた。しかし今回の検索結果

からは卵巣の細胞増殖に EE 新生児期曝露

による影響は認められなかった。  
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RTPCR 結果 2(アポトーシス関連アポトーシス関連アポトーシス関連) 
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 卵巣の組織像

 in vivo 実験における卵巣の

卵巣の組織像 

実験における卵巣の実験における卵巣の Hrk
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Hrk 免疫組織学的染色免疫組織学的染色免疫組織学的染色 
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図 10
 

 卵巣の組織像と多卵胞細胞数

10 in vitro

卵巣の組織像と多卵胞細胞数

in vitro 実験における

卵巣の組織像と多卵胞細胞数

実験における RTPCR
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卵巣の組織像と多卵胞細胞数 

RTPCR 結 1(細胞増殖関連細胞増殖関連)) 
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PCNA 染色結染色結
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11 今後の予定

12 今後の予定
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