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化学物質の臨界期曝露による生殖内分泌機能の遅発影響に視床下部 

キスペプチンニューロンの部位特異的変化が果たす役割と閾値に関する研究 

研究分担研究課題：遅発影響の発現機序検索。特に遅発影響をもたらす視床下部の制御部位

の優位性に関する内分泌学の全般に関わるアプローチ-エストロゲン

の新生子期曝露による雌ラットの卵細胞制御遺伝子発現に対する影響- 
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研究要旨 
 胎子期および新生子期に受けた内分泌かく乱物質による影響は、不可逆的であり一生影響が残
るものがある。過去の研究では、雌ラットの出生後 24 時間以内に EE を投与すると生殖機能の
早期停止と性成熟後の原始卵胞の減少が認められた。新生子期 EE 曝露の卵巣にける影響の原因
遺伝子を探るためにマイクロアレイ解析を行った。その結果、アポトーシス促進因子のひとつで
ある Hrk の mRNA が生後第 1 日で減少していた。マイクロアレイ解析の結果を確認するために、
生後 24 時間以内に EE あるいはゴマ油を投与し、生後 1，3，7，14，21 日齢に卵巣を採取して
アポトーシス関連遺伝子量をリアルタイム PCR で定量した。また、免疫組織化学的染色により、
Hrk タンパク質が生後 1 日の卵巣の卵細胞に検出された。卵巣におけるアポトーシスを解析する
ために、TUNEL 染色を行ったところ、生後 1 日の卵巣で、EE 処置群より対照群の方がより強い
染色性を示した。さらに、卵巣の卵胞数を解析した結果、EE 投与群では生後 8 日の原始卵胞数
が減少していた。EE の卵巣に対する直接作用を確認するため、生後 0 日のラットから卵巣を採
取し、EE 添加あるいは無添加で 1 日間培養し、アポトーシス関連因子の遺伝子発現を解析した。
その結果、EE 添加群で Hrk 遺伝子発現が減少していた。さらに、Hrk をノックダウンした卵巣
で、TUNEL で染色された卵細胞が減少した。以上を会わせて考えると、EE が新生子の卵巣に直
接作用し、アポトーシスを抑制し、Hrk の発現抑制を介して、原始卵胞の形成を障害したものと
考えられた。 

 
Ａ．研究目的 
 雌の生殖可能期間は卵巣における卵胞形成
と卵胞発育によって決定される（Hirshfield, 
1994）。形成された原始卵胞の数がおおむね将
来排卵される卵胞の数を決定するので雌の生
殖能力を左右する。一般的にラットでは原始
卵胞が生後 1 週間に卵巣で形成される。卵巣
内で被嚢生殖細胞が分散する際には卵細胞の
アポトーシスが伴い、生き残った卵細胞が顆
粒層細胞の前駆細胞によって囲まれ原始卵胞
を形成する。扁平状の顆粒細胞が立方状にな
り、一次卵胞となる。単層の顆粒層細胞が分
裂増殖し、多層になり二次卵胞となる。卵胞

はさらに発育し、成熟卵胞となり、排卵し、
黄体となっていく（Skinner, 2005; Edson et al, 
2009）。しかしながら、卵胞の形成と発育の過
程は環境中の化学物質によって影響を受ける。 
 種々の内分泌かく乱物質（EDCs）が環境中
に認められ、多くの生物の発育、成長、代謝、
生殖などの生理機能に有害な影響を与える可
能性がある (Kavlock et al., 1996; Safe, 2000; 
Hotchkiss et al., 2008; Casals-Casas & Desvergne, 
2011; Meeker, 2012; Kumar & Holt, 2014)。胎子
期ならびに新生子期に内分泌かく乱物質に曝
露されるのは大変危険である。なぜならその
時期には内因性および外因性の化学物質に対
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して感受性の高い臨界期が存在するからであ
る (Ben-Shlomo & Kuh, 2002)。この臨界期に
生じる毒性影響には不可逆的で一生残存する
ものがある(Diamanti- Kandarakis et al., 2009)。
環境中には多くの人工化学物質がある。合成
エストロゲンのひとつである 17alpha-ethynyl 
estradiol (EE) は、女性の経口避妊薬に使用さ
れている。EE は河川などの水にも検出され、
水棲生物の生殖かく乱を起こしている(Lai et 
al., 2002; Pedersen et al., 2005; Combalbert & 
Hernandez-Raquet, 2010)。さらに、植物にも吸
収・蓄積される可能性があり、陸上生物の食
物連鎖にも水を介して蓄積される可能性があ
る(Karnjanapiboonwong et al., 2011)。過去の報
告では新生子期に EE に曝露すると、成熟後
に影響が現れるいわゆる delayed effect （晩発
影響/遅延影響）が見られたことを示した
(Sawaki et al., 2003; Mathews et al., 2009; 
Shiorta et al., 2012; Mandrup et al., 2013; 
Takahashi et al., 2013)。野澤等は早期の発情周
期の乱れや生殖可能期間の短縮を報告してい
る(Nozawa et al., 2014; Usuda et al., 2014)。しか
しながら雌の生殖機能における新生子期 EE
投与の晩発影響のメカニズムは未だ不明な部
分が多い。   
 本研究では、EE 投与晩発影響のメカニズム
を解明するために、EE 投与ラットの卵巣で原
因遺伝子の網羅的解析をマイクロアレイ法を
用いて行った。Bcl2 ファミリーに属しアポト
ーシスに関連する遺伝子 Hrk に注目した。発
育途上のラットの卵巣における Hrk 遺伝子発
現とＥＥ投与の関係を、EE を投与したラット
で解析するとともに、器官培養下で EE に曝
露された卵巣を用いて解析した。さらに、卵
巣にける Hrk の役割を明らかにするために、
ラット新生子卵巣の器官培養下で Hrk をノッ
クダウンして、卵細胞のアポトーシスを解析
した。 
 
B．材料と方法 
実験動物 
 雌雄の成熟 Wistar-Imamichi ラット（動物繁
殖研究所、茨城）を使用し、23 ± 2 ˚C 、14 時
間明期 (05:00 から 19:00 )10 時間暗期で飼育
した。繁殖用ラット固形飼料（ＭＲブリーダ
ー、日本農産工業）と水は自由摂取とした。

膣スメアの観察より発情周期を観察し、交配、
出産させた新生子を実験に用いた。全ての実
験は東京農工大学動物実験委員会の審査を経
て行われた(23-1)。 
 
実験計画 
 In vivo 実験：雌新生子を以下の３群に分け
た。1) 対照群：溶媒として用いたゴマ油を投
与、2）EE 200 μg/kg 投与群、3）2000 μg/kg
投与群。出生後 24 時間以内に頚部皮下に投与
した。200 μg/kg を投与したラットの卵巣を
PND1、PND3、PND7、PND14、PND21 に採
取した。2000 μg/kg を投与したラットの卵巣
は PND8 に組織学的解析のために採取した。 
 In vitro 実験：EE 投与による短期的影響を解
析するために、PND1 に卵巣を採取し、-80℃ 
で保存し、マイクロアレイ解析を行った(各群 
n=5)。さらに PND0 の卵巣を採取し、器官培
養下で種々のEE濃度に曝露した (low: 1ng/ml, 
middle: 10 ng/ml and high dose: 100 ng/ml)。基礎
培地である DMEM には ITS supplement と
antibiotic-antimycotic (Invitrogen)を加えた。24
時間の培養後、卵巣を液体窒素で速やかに凍
結し、-80℃で保存後 real time PCR で解析した
(n=5).  
マイクロアレイ法 
 RNA を各処置群の卵巣から抽出しマイク
ロアレイ解析を行った。  
組織学的解析 
 卵巣を 4%パラフォルムアルデヒド PBS 溶
液で固定し、定法によりパラフィン包埋後 6 
μm の切片を作成してヘマトキシリン・エオジ
ン染色を行った。 PND8 の卵巣の連続切片を
作成し、2 枚おきの切片について卵胞のタイ
プ別（被嚢生殖細胞、原始卵胞と一次卵胞）
に計数した（1卵巣あたり約50枚、各群3例）。 
免疫組織学的解析 
 卵巣の切片を 10% 正常ヤギ血清で処理し、
被特異結合を抑制した。その後各切片を 1 次
抗体 anti-Hrk (Thermo Scientific, Prod 
#PA1-86773) を用いて一晩 4℃で反応させた。
その後 rabbit VECTASTAIN ABC kit (Vector 
lab., Burlingame, CA)を用いて、ビオチンを結
合させた 2 次抗体と反応させ、アビジンを結
合したペルオキシダーゼを結合させた後に、
diaminobenzidine (Sigma)を用いて可視化した。
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最後にヘマトキシリンにより核を対比染色し
た。対照切片は正常ウサギ IgG 溶液(Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA)によって処置し
た。蛍光画像を蛍光顕微鏡 BX-51 (Keyence, 
Osaka, Japan)で撮影し、解析した。 
TUNEL 染色 
 アポトーシスを示す卵細胞を TUNEL 法に
よって染色して、可視化した。ApopTag 
(Millipore, Darmstadt, Germany)をキット添付
説明書どおりに使用し、連続切片の 2 枚おき
に観察した。  
QRT-PCR 解析 
 総 RNA を卵巣から TRIzol Reagent 
(Invitrogen Co., CA, USA) を用いて抽出した。
PrimeScriptTM 1st strand cDNA Synthesis Kit 
(Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて、cDNA
を作成した。qRT-PCR 解析用のプライマーを
Primer 3 program を用いて作成した(Table 1)。
PCR反応は、 10 μl の試料にSYBR-Green I を
含む、Ex TaqR Hot Start Version (Takara Bio) を
加え、chrome4 Real-Time PCR System (Bio-Rad, 
CA)を用いて以下の条件で行った: 95℃、30 
秒, PCR反応を5秒間95℃で40サイクル, 60℃
で 30 秒、その後分離分泌行程。目的の遺伝
子発現量は gamma-tubulin mRNA の量に対し
て、 2-ΔΔCt method を用いて表した。 
プラスミド設計とウイルス感染  
 以下の様に shHrk のレトロウイルス発現計
系を構築した:  
sense oligo, 
5’-TGATTCAAGAGCCAAGAAATTTCAAGA
GAATTTCTTGGCTCTTGAATCTTTTTTC-3’;  
antisense oligos, 
5’-TCGAGAAAAAAGATTCAAGAGCCAAGA
AATTCTCTTGAAATTTCTTGGCTCTTGAATC
A-3’。  
annealing oligo を plasmid pLetiLox 3.7 に組み
こんだ。レンチウイルスとレトロウイルスの
発現系含むそれぞれのプラスミドを、株化細
胞である 293T 細胞に Lipofectamine 2000 
(Invitrogen)を用いて、共発現させた。 ウイル
スを含む上清を感染 48 時間後に回収し、ウイ
ルス感染のため、-80℃で保存した。  
 新生子の卵巣を採取し器官培養した培地に、
ウイルスを含む培養上清を 1 日添加した。そ
の後、卵巣を回収し TUNEL 染色と real-time 

PCR で解析した。 
統計解析 
 統計解析には Prism 5 (Graphpad Software, 
Inc., CA, USA)を用いて、Student’s t-test、ある
いは One-way ANOVA に加え Turkey’s multiple 
range test を行った。p<0.05 を持って有意差有
りとした。 
 
C．結果  
卵巣における EE による Hrk 発現に対する影
響 
 新生子期に EE を投与されたラットの卵巣
における影響の責任遺伝子を明らかにするた
めに、生後 1 日の卵巣をマイクロアレイで解
析した。Table 2 に発現が増加あるいは減少し
た遺伝子の上位 5 番までを示した。アポトー
シスに関連する遺伝子Hrk が対照群に比べ有
意に減少していた。 
 
EE 処置群の卵巣に見られた原始卵胞の減少 
 生後 8 日目卵巣の組織学的解析の結果を
Fig. 2A に示した。顆粒細胞が立方上皮型を示
す卵胞を一次卵胞、扁平上皮型の場合を原始
卵胞、顆粒細胞に囲まれていない卵細胞を前
原始卵胞とした。それぞれの種類の総卵胞数
を数えた結果、EE 処置群の卵巣で原始卵胞の
数が対照群に比べわずかに減少していた。 
   
Hrk 遺伝子の卵細胞における発現 
 卵巣における免疫組織化学染色による Hrk 
タンパク質の発現を Fig. 3 に示した。EE 投与
群では、Hrk タンパク質が PND1 卵巣の卵細
胞において対照群に比べ減少していた。 
 
EE 直接曝露による Hrk 遺伝子発現の抑制 
 マイクロアレイ解析の結果を確認するため、
real time PCR を行った。Hrk を含む Bcl2 遺伝
子群の発現を解析した。興味深いことに Hrk 
遺伝子発現が EE 処置生後 1 日の卵巣で有意
に減少していた (Fig.4A)。 
 real time PCR で EE 添加培地で培養した卵
巣を解析したところ、Hrk 遺伝子発現が対照
群に比べ in vivo実験と同様に有意に減少して
いた。(Fig. 4B). 
 
EE 曝露卵巣におけるアポトーシスを示す卵
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細胞の減少  
 TUNEL 染色によって染まる卵細胞は対照
群に対して EE 処置群で減少した。 さらに生
後 1 日の卵巣で EE 処置群の卵巣では TUNEL
染色の強度が減弱していた(Fig. 5)。 
 
Hrk 遺伝子をノックダウンした卵巣における
卵細胞アポトーシスの減少 
 Hrk 遺伝子がノックダウンされているかを
real time PCR で確認した。Hrk 遺伝子の発現
は 70%以上減少していた。TUNEL 染色を行
った結果、対照群に比べ明らかに EE 処置群
でアポトーシスを示す卵細胞が減少した。 
 
他の内分泌かく乱物質による Hrk 遺伝子発現
に対する作用  
 Hrk 遺伝子発現低下が、内分泌かく乱物質
による新生子期の卵巣影響に共通して見られ
る影響か否かを検討するために新生子の卵巣
を、10nM 17β-estradiol（E2）あるいは 10 nm 
DES とともに 1 日培養した卵巣における Hrk
遺伝子発現を real-time PCR で解析した (Fig. 
7) 。その結果、EE 同様に E2 ならびに DES
曝露によっても Hrk 遺伝子発現が有意に低下
した。 
 
D．考察 
 本研究の結果、新生子期の EE 曝露が卵巣
において卵細胞のアポトーシスを抑制するこ
とで卵胞形成を傷害することが明らかとなっ
た。卵細胞のアポトーシス減少はアポトーシ
ス関連遺伝子である Hrk 遺伝子の発現を新生
子期の卵細胞で抑制することによることが示
唆された。本研究は内分泌かく乱物質の卵巣
における直接作用の情報経路を示している。  
 卵巣において被嚢生殖細胞が崩壊して原始
卵胞を形成する過程で卵細胞のアポトーシス
が起きる。この過程は齧歯類の卵巣において、
生後に起きる卵胞形成に重要である。しかし
ながら、この時期に内分泌かく乱物質に曝露
されると原始卵胞の正常な形成過程が傷害さ
れる。本研究において、出生直後に EE を投
与されたラットの卵巣ではアポトーシスを示
す卵細胞が減少した。この現象は、EE 処置さ
れたラットだけで見られたのではない。合成
エストロゲンである diethylstilbestrol (DES)も

C57BL/6J において卵細胞のアポトーシス減
少を起こすことが報告されている(Kim et al., 
2009)。estradiol monobenzoate (EB) を新生子期
に投与された生後 5 日のマウスの卵巣で、卵
細胞のアポトーシスの減少が報告されている
(De Pol et al., 2001)。これらの報告は新生子期
のエストロゲン曝露が卵巣発達の初期におい
て、卵細胞のアポトーシスを抑制することを
示している。さらに、本研究の結果は EE を
投与されたラットの生後 8 日の卵巣における
原始卵胞の減少が、卵細胞のアポトーシス減
少により原始卵胞の形成を阻害した結果であ
ることを示している。本研究の結果は、新生
子期のエストロゲンあるいはゲニステインに
よる処理が、被嚢生殖細胞の崩壊を抑制し、
原始乱歩の形成を阻害するという過去の研究
と一致している(Kezele & Skinner, 2003; Chen 
et al., 2007; Chen et al., 2009)。 
 細胞外からの刺激を受けて、ミトコンドリ
アのBcl2群タンパク質のアポトーシスへの引
き金が引かれる(Czabotar et al., 2014). アポト
ーシス誘導タンパク質 Hrk (harakiri)は抗アポ
トーシスタンパク質 A1、Bcl-W や Bcl-XL と
相互作用する(Doerflinger et al., 2015)。本研究
で出生直後の卵巣で、Hrk 遺伝子発現の減少
に伴い TUNEL 染色陽性の卵細胞が減少した。 
さらに、免疫組織学染色により Hrk タンパク
質は卵細胞に局在していた。合わせて考える
と、Hrk 遺伝子発現の減少により卵細胞のア
ポトーシスが減少したと考えられる。また、
in vivo と in vitro 実験結果から EE が直接、ラ
ットの卵巣で Hrk 遺伝子の発現を抑制し得る
ことを示している。Hrkの遺伝子発現調節が、
EE 投与による卵細胞のアポトーシス減少の
標的となっていたと考えられる。卵巣におけ
る HrK 遺伝子発現に関する研究は、数少ない
ものの、HrK 遺伝子発現は EE の標的遺伝子
というだけでなく、内分泌かく乱物質である
他の多環芳香属炭化水素も同様にマウス新生
子の卵巣およびヒト胎児卵巣でも標的遺伝子
となっている(Jurisicova et al., 2007; Fowler et 
al., 2014)。しかしながら EE による Hrk 遺伝子
発現調節メカニズムは今後の研究課題である。 
 一般に、雌の生殖機能は視床下部、下垂体
と卵巣の相互作用によって制御されている。
内分泌かく乱物質の曝露は卵巣のみならず、
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下垂体や視床下部にも影響を与えると考えら
れている(Dickerson & Gore, 2007)。本研究で卵
巣へのＥＥの直接作用を解析するために、卵
巣の器官培養系を用いた。その結果、EE の卵
巣への間接作用ではなく、直接作用が Hrk 遺
伝子発現の抑制を介していることが確認され
た。既に知られているように、エストロゲン
様化合物により胎子期あるいは新生子期に曝
露されると、障害が成熟後に現れてくる
(Hotchkiss et al., 2008)。過去の報告では、新生
子期ラットの EE 曝露により成熟後の早期に
発情周期が乱れ、PND90 で原始卵胞の減少が
見られている(Nozawa et al., 2014)。本実験の結
果と合わせて考えると、新生子期に EE に曝
露されたことにより、卵細胞のアポトーシス
減少により原始卵胞形成障害が起きた結果、
成熟後に卵巣機能が異常を示したのかもしれ
ない。 
 
E．結論 
 新生子期の EE 曝露が直接卵巣の卵細胞に
おける Hrk 遺伝子発現抑制により卵細胞のア
ポトーシスを抑制したことを示した。卵細胞
のアポトーシス減少と原始卵胞数が減少した
結果、成熟後の性周期異常と卵巣の機能障害
を引き起こしたのかもしれない。 
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Table 1. 定量的real time PCR に用いたプライマー。 

Gene Forward Primer Reverse Primer 

Hrk tgtgaagctctggcacaatc ggatggatgcacacacact 

Bcl2 cgactttgcagagatgtcca catccacagagcgatgttgt 

Bax cgagctgatcagaaccatca ctcagcccatcttcttccag 

Bcl2l1 accggagagcattcagtgat tgcaatccgactcaccaata 

Bcl2l2 gctgaggcagaagggttatg tggaaaagttcgtcggaaac 

Mcl1 gggctggtctggcatatcta gggagcacttttcccatgta 

Bak tctcagaggggctgacagat ccgaccttccaaagtagcag 

Bid ggctttctccgaaacaatga tggcaatgttgtggatgact 

Bim gcagtctcaggaggaacctg agtgccttctccagaccaga 

Puma aaagccttctcaacccagtg aatgaatgccagtggtcaca 

Bmf ggtacagatcgccagaaagc gcgatctatccgacaagagc 

Bad gcttagcccttttcgaggac gatcccaccaggactggata 

Bik atttcatgaggtgcctggag ttttccctgaggttggtgag 

Bok gaaggtggctaacgcagaag ctcctcatccacaggctctc 

Beta-Actin agccatgtacgtagccatcc ctctcagctgtggtggtgaa 

 

 

 

Table 2. ＥＥ処置ラットの卵巣で、マイクロアレイ法により検出された発現上昇遺伝子と低

下遺伝子各 5つずつ。 

Up-regulated genes Down-regulated genes 

Calb3 Sepp1 

Mmp7 Ca3 

Tnfip6 Hrk 

Itmap1 Fxyd7 

Dhdh  Vdr 
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Fig. 1. in vivo および in vitro の実験計画。PND, postnatal day：生後日齢。 

 

 

 

 

 



90 
 
 
 

 
 

 



91 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



92 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 (A)新生子の卵巣を採取し器官培養した培地に、Ｈｒｋ遺伝子発現をノックダウンする

ために、ウイルスを含む培養上清を添加して 1日培養後の卵巣におけるＨｒｋタンパク質の蛍光

免疫組織化学染色（ShHrk）。 (B) TUNEL の蛍光免疫組織化学染色。(C)real time PCR による、

対照群とＨｒｋ遺伝子ノックダウン群（ShHrk）の卵巣におけるＨｒｋ遺伝子発現量。(D) 対照

群とＨｒｋ遺伝子ノックダウン群（ShHrk）の卵巣の切片中平均 TUNEL 陽性細胞数。＊は有意差

有り(P<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7  新生子の卵巣の器官培養系における Hrk 遺伝子発現に対する影響。10nM 17β-estradiol

（Ｅ２）、EE(100ng/ml)、あるいは 10nm DES とともに 1日培養した卵巣における Hrk 遺伝子発現

を real-time PCR で解析した。 
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