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研究要旨 
本研究は臨界期にエストロゲン様物質(EDs)を曝露し、行動神経内分泌学的変異を検討す

ることで遅発型影響の機序解明と早期指標を確立することを目的とする。本年度は前年度

に引き続き、EDs のひとつである 17α-ethynylestradiol（EE）を生後 24 時間以内に曝露

し、幼若期の大脳皮質と海馬におけるエストロゲン受容体（ER）α発現量の測定ならびに

成熟期の情動・学習試験、縄張り行動試験を行った。また、行動学的早期指標の確立をめ

ざし、雌雄幼若ラットを用い母子分離誘発蹄鳴反応試験を行った。その結果、2週齢の海馬

では EE 曝露による ERα発現が低下した。一方、学習試験においては遅発影響誘発量で、縄

張り行動試験においてはそれより高濃度の EE 曝露量で影響を及ぼすことが明らかとなっ

た。また、母子分離誘発蹄鳴反応試験において実験条件により性差が検出される可能性が

示された。 

 
Ａ．研究目的 
エストロゲンは脳に構造的、機能的な変

化を引き起こすことが知られ、その作用は

形成的作用と機能的作用とに分けられると

考えられている(図 1)。エストロゲンの形

成的作用は出生前後の一時期におこる不可

逆的なもので、未発達で可塑性に富んだ神

経組織に作用して神経細胞の形態や神経回

路を固定化する(1, 2)。従って、この時期

にエストロゲン様作用をもつ化学物質（EDs）

に曝露されると、正常な脳の分化が阻害さ

れる場合がある(3, 4)。一方、機能的作用

は神経細胞や神経回路の活動を賦活するも

ので、可逆的である。多くの場合、ホルモ

ンによって形成的作用が引き起こされる神

経機構に対し、発達後に活性的作用が認め

られる。エストロゲンが形成的作用を及ぼ

す神経機構は、生殖、情動、学習など高次

機能と多岐にわたり(図 2)、その多くは遅

発型影響である(5, 6)。しかし発達期 EDs

曝露が引き起こす神経機構への遅発型影響

の機序は一部しか解明されていない。川口

らの今までの研究において、性行動および

性選好性といった生殖行動に関しては、性

周期を早期に停止させる遅発影響誘発量で

は十分影響せず、それより 100 倍高い濃度

で性行動の低下を引き起こすことが示され

ている。また、無処置 6～8週齢における受
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動回避学習試験において、遅発影響誘発量

で学習成績が低下することも明らかとして

いる。一方、遅発影響誘発量で学習に重要

な海馬の ERα発現が、卵巣摘出（OVX）し

て estradiol benzoate（EB）投与した条件

で低下することから、生後 24 時間以内の

EE 投与による学習への遅発影響は海馬の

ERαの変化を介している可能性を示唆して

いる。 

そこで本年度は早期指標の確立をめざし、

生後 24 時間以内に EE を曝露し、幼若期の

海馬および大脳皮質の ERα発現が成熟期と

同様に変化しているか否か検討した。併せ

て今まで検討してきた情動・学習行動につ

いて遅発影響誘発量より 100 倍低い濃度で

も検討した。また、生殖行動試験である縄

張り行動試験を行った。一方、行動学的早

期指標を確立するために、母子分離誘発蹄

鳴反応試験にて性差が検出される条件につ

いて検討した。 

 
Ｂ．研究方法  
生後 24時間以内の Wistar-Imamichi系雌

ラットに、ごま油（oil）、ごま油に溶解し

た 17α-ethynylestradiol（EE、Sigma 

Aldrich、USA）0.2 ug/kg、20 µg/kgある

いは 2 mg/kg、陽性対照として 17β

-estradiol（E2、Sigma Aldrich、USA）20 

mg/kg を皮下投与した。陽性対照である E2

は、繁殖行動の一部を司る視床下部の性的

二型核 SDN-POA の雌における大きさを、雄

と同じくらいの大きさにすることが報告さ

れている濃度を用いた(7)。これらの動物は、

一腹あたり 8匹ずつになるよう調整した。

生後 21 日齢で離乳させた。さらに、卵巣へ

の EE 曝露の影響を排除するために、10 週

齢で卵巣摘出（OVX）を行った。また、一部

の実験では、EE 曝露による形成的作用の機

能的作用に対する影響についても検討する

ため、実験 24 時間前に半数の OVX ラットに

EB 5 µg/0.1 ml皮下投与した。これらのラ

ットをオープンフィールド試験、高架十字

試験、縄張り行動試験および受動回避学習

試験に供した。それとは別に、早期指標の

確立のために、生後 24 時間以内に oil、EE 

20 µg/kgあるいは 2 mg/kg を雌ラットに投

与した 2週齢雌ラットの脳を ERα発現量測

定用に供した。また、行動学的早期指標の

確立のために、なにも投与していない 1週

齢雌雄ラットを用いて母子分離誘発蹄鳴反

応試験を行った。 

＜オープンフィールド試験＞OVX あるい

は OVX して実験 48 時間前に EB 5 µg/0.1 ml

投与した 11 週齢雌ラット：塩化ビニル製円

形オープンフィールド（直径 75 cm、高さ

41 cm、図 3）にラットを入れ、5分間の行

動を上部から撮影した後、画像解析ソフト

Ethovision XT8（Noldus）を用いて総移動

距離、平均移動速度、中央滞在時間を測定

した。 

＜高架十字試験＞OVX あるいは OVX して

実験 24 時間前に EB 5 µg/0.1 ml投与した

12 週齢 WI 雌ラット：壁のないオープンア

ームと壁のあるクローズドアームからなる

高架十字（図 4）の中央部にラットを入れ、

5分間の行動を上部から撮影した後、画像

解析ソフト Ethovision XT8 を用いてオープ

ンアームへの侵入回数・滞在時間を指標に

探索・不安様行動について測定した。 

＜縄張り行動試験＞OVXし EB 5 µg/0.1 ml

および P 500 µg/0.1 mlを投与して発情状

態とした 14～15 週齢 WI 雌ラット：ステン

レス製格子等で 3部屋に区切られた黒色塩

化ビニル製 3チャンバーケージに予め動物

を慣らした。縄張り行動である排尿を数値

化するため、雄あるいは発情雌近傍でテス

トラットが行った尿をろ紙で吸収し、ニン

ヒドリン試薬により染色された面積を

Image J を用いて解析した。相手雌雄ラッ

トは同週齢の WI ラットを用いた。相手雌ラ

ットは OVX し EB 5 µg/0.1 mlおよび P 500 

µg/0.1 mlを投与して発情状態とした。実

験は 1週間間隔で 2回検討し、相手ラット

の組み合わせは 1回目と 2回目で変えた。 

＜受動回避学習試験＞OVX あるいは OVX

して獲得試行の 24時間前に EB投与した 12
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～13 週齢雌ラット：受動回避学習試験装置

（実験箱 PAA-3001、コントロール装置 

PA-2010A;小原医科産業株式会社、図 5）を

用い、嫌悪刺激の 24 時間後における学習成

績について検討した。 

＜ERα発現量測定＞無処置 2週齢雌ラッ

ト：学習・情動行動調節機構の一部である

海馬と大脳皮質における ERαタンパク質発

現量を Western blot 法にて検討した。凍結

組織より Mammalian Protein Extraction 

Buffer（GH Healthcare）と Inhibitor 

Cocktail kit（Thermo Scientific）を混和

した抽出 Buffer で抽出し、2-D Quant Kit

（GE Healthcare）のプロトコルに従い定量

を行った。40 µg/µlのタンパク質を

SDS-PAGE を用いて分離した。免疫染色には

一次抗体（Anti-ERα 1:500、Santa Cruz 

Biotechnology、GAPDH 1:5000、Santa Cruz 

Biotechnology）、二次抗体（Anti-rabbit 

1:10000、Promega、Anti-mouse 1:10000、

Promega）を用いて反応させた。検出には

LAS-4000 IR multi color（Fujifilm）を用

い、バンドの濃さからタンパク量を比較し

た。 

＜母子分離誘発啼鳴反応＞なにも投与し

ていない 7日齢雄雌ラット：母親および同

腹仔から引き離されると発する、20 kHz～

60 kHz の超音波領域に主成分を持つ啼鳴反

応を指標に、啼鳴反応における 30 分前の生

理食塩水腹腔内投与およびジアゼパム投与

の影響が性差を有するか否か検討し、早期

指標の確立をめざした。 

（倫理面への配慮） 

動物実験は明治大学農学部動物実験委員

会委員の許可の下で行った。行動実験はラ

ットに対し堪え難い程の苦痛を与えないレ

ベルで行った。 
 

Ｃ．研究結果  
＜オープンフィールド試験＞OVX11 週齢

雌ラットにおいて、活動量の指標である総

移動距離・平均移動速度および情動行動の

指標である中央滞在時間にはエストロゲン

様物質投与は影響を及ぼさなかった。また、

実験 48 時間前 EB 投与の有無による影響も

検出されなかった。 

＜高架十字試験＞OVX12 週齢雌ラットに

おいて、情動行動の指標である open arm 滞

在時間・侵入回数にはエストロゲン様物質

投与は影響を及ぼさなかった。また、実験

24 時間前 EB 投与の有無による影響も検出

されなかった。 

＜縄張り行動試験＞E2 曝露で、雄近傍で

の排尿面積が有意に増加した。また、2 

mg/kg EE 曝露でも増加傾向が表れた。 

＜受動回避学習試験＞4回試験を繰り返

した結果を総合的に判断すると、実験 24 時

間前に EB を投与した条件下では、生後 24

時間以内の 20 µg/kg EE 曝露で学習の低下

傾向が認められた。しかし実験 24 時間前に

EB 投与を行わない場合は、学習への影響は

検出されなかった。 

＜ERα発現量測定＞2週齢において、海

馬では、生後 24 時間以内の EE 曝露で ERα

発現量が減少した。一方、大脳皮質では、

群間の差は検出されなかった。 

＜母子分離誘発啼鳴反応＞母子分離誘発

啼鳴反応 30 分前の生理食塩水およびジア

ゼパム投与は、母子分離誘発啼鳴反応にお

いて性差を検出する可能性を示した。 

 
Ｄ．考察 

 一般活動量、情動行動を測定するオープ

ンフィールド試験及び高架十字試験におい

ては、今まで検討した濃度より低い濃度で

試験を行ったが、いずれも影響は表れなか

った。また、前プロジェクトで、高架十字

試験において実験 24 時間前の EB 投与によ

り oil 群の不安様行動の減弱が見られたが

EDs 曝露群では EB投与の影響は認められな

かったという結果を報告したが、今回はそ

の変化が認められなかったことから、生後

24 時間以内の EDs 曝露は、一般活動量、情

動行動へは大きな影響を及ぼさないことが

示された。 

 前プロジェクトで報告した生殖行動試験
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である性選好性試験、性行動試験結果と同

様、縄張り行動試験においても高濃度の EDs

曝露でのみ影響が示された。従って、生殖

行動に対しては濃度依存的に高濃度で影響

が表れるものと考えられる。 

 受動回避学習試験では、EB 投与条件下で

20 µg/kg EE 曝露群における学習能力が低

下傾向を示した。本年度の結果は昨年度ま

でより影響が少ないことから、生後 24 時間

以内の EE 曝露の学習への影響は軽微であ

るかもしれない。一方、昨年度は、受動回

避学習試験と同じ EB 投与条件で主要な学

習行動調節機構である海馬の ERα発現が生

後 24 時間以内の EE 曝露により低下してい

ることを報告したが、本年は 2週齢におい

て海馬の ERα発現が低下していることを示

した。従って、生後 24 時間以内の EE 曝露

による受動回避学習試験の成績低下の少な

くとも一部は、海馬における ERα発現量の

低下を反映し、その海馬の変化は幼若期か

ら表れていることが示された。また、我々

は前プロジェクトで、無処置動物における

受動回避学習試験においても 20 µg/kg EE

曝露が学習行動を低下させたことを明らか

としている。今回の結果は、その原因の一

部が幼若期からの海馬の ERα発現変化に起

因している可能性も示した。 

母子分離誘発啼鳴反応を用いた早期指標

の確立を目指して、成熟動物の一部の行動

において抑制影響に性差が見られるジアゼ

パムを投与することにより、母子分離誘発

啼鳴反応の性差を検出できるのではないか

と考え検討した結果、ジアゼパムとその溶

媒を投与することにより、母子分離誘発啼

鳴反応の性差を検出できる可能性が示され

たため、引き続き検討する。 

 

 
Ｅ．結論 
本年度は前年度より低い 0.2 µg/kg EE 曝

露の一般活動量、情動行動、学習行動への

影響について検討したが、影響は表れなか

った。一方、受動回避学習試験において、

20 µg/kg EE 曝露による学習能力の低下傾

向が改めて示された。また、受動回避学習

試験はエストロゲン存在下で影響が表れる

こと、作用機序として幼若期からの海馬の

ERα発現量低下と関連する可能性が示され

た。また、ERα発現量は、幼若期において

も大脳皮質では海馬とは異なる変化が表れ

たことから、ERα発現への生後 24 時間以内

のエストロゲン様物質曝露の影響が幼若期

から部位特異的であることが改めて示され

た。また、縄張り行動も含めた生殖行動は、

2 mg/kg EE 以上の高濃度でなければ影響を

及ぼさないことを示した。 
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