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分担研究課題：化学物質およびホルモンの臨界期曝露による神経内分泌系への遅発型影響 

                      に対する神経行動学的アプローチ 
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研究要旨（枠囲） 
 本研究は周生期にエストロゲン様作用をもつ化学物質（EDs）のうち 17α-ethynyl estradiol（EE）
および Triphenyl phosphate（TPhP）を連続曝露し、雌ラットの発達と成長後の社会性行動発現へ
の影響を明らかにすることを目的とした。その結果、EEは周産期連続曝露によって卵巣の発達を
抑制し、成熟後の性行動中の雌特異的な社会性行動を抑制することを明らかにした。さらに、こ
れまで in vivo条件下でのエストロゲン様作用が不明であった TPhPは、その曝露濃度依存的に成
熟後の性行動を EE と同様に抑制する作用を持つことを明らかにした。これらの結果は、EDs の
臨界期曝露による行動神経内分泌学的変異を示すものであり、化学物質の遅発型影響の機序解明
へ必要な知見を示している。また、早期指標を目指した母子分離誘発蹄鳴反応試験において抗不
安薬の投与により性差が検出されることを示した。 

 
A 研究目的 
 多くの動物は雌雄 2 つの性をもち、有性生
殖を行う。その結果、子孫は多様性に富み、
変化し続ける周辺環境へ柔軟な対応をするこ
とが可能になる。この有性生殖を行うために
は、雌雄が互いに性特異的な行動を示すこと
が必要不可欠となる。雌特異的あるいは雄特
異的な行動は、脳により制御されることから
脳にもまた「性」が存在する。性的に未分化
な状態の脳は、卵巣や精巣から分泌される性
ホルモンにより性分化の方向性が決定される
時期が存在し、これを臨界期と呼ぶ。ラット
の臨界期は、出生前 5日から出生後 5日の間
に存在すると報告されており、この時期に性
ホルモン様作用をもつ化学物質の曝露を受け
ると正常な脳の性分化が阻害される場合があ
る（Negri-Cesi et.al., J Steroid Biochem Mol Biol. 
2008; Golub et al., Birth Defects Res B Dev 
Reprod Toxicol. 2010）。昨年度まで、私たちは
エストロゲン様物質（EDs）の 1 つである
17α-etynyl estradiol（EE）を生後 24 時間以内
（周生期）に単回曝露し、その成長後の社会
性行動などへの影響を調査した。その結果、

EE 曝露は濃度依存的に雌ラットの性選好性
を消失させること、性行動中の雌特異的な行
動を抑制することを見出した。これらの結果
は、周生期の高濃度エストロゲン様物質曝露
によって、正常な脳の雌化が阻害され、成熟
後の雌特異的な行動の一部が抑制される可能
性を示唆している。 
 室内ダスト中に検出される難燃剤の 1 つで
ある Triphenyl phosphate（TPhP）は、培養細胞
を用いた（in vitro）研究からエストロゲン作
用を持つ化学物質であると報告されている
（Suzuki et al., Environ Sci. Technol. 2013）。し
かしながら、TPhPが動物の体内（in vivo）に
取り込まれた場合、エストロゲン様物質とし
てどのような影響をもつか、さらには、幼若
期あるいは成熟期といった異なる成長段階に
ある動物へどのような影響をもつかもまた不
明である。これまでに、周生期雄ラットに対
し、TPhP を 28 日間連続で経口投与し成長後
の社会性行動を解析した。その結果、TPhPを
連続曝露された雄ラットは、雌ラットとの性
行動中の雄特異的な行動の一部が低下するこ
とを見出した。 
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 そこで本年度は、周生期雌ラットに対し、
EEおよび TPhPを 28日間経口投与し、成長後
の社会性行動を解析することで、雌ラットへ
の EEならびに TPhPの影響評価を行うことを
目的とした。このため、本研究では以下の 2
つの解析を行った。 
（1）発達への影響を評価するために、連続経
口投与終了直後である 4 週齢（幼若期、①）
と 15週齢（成熟期、⑤）の試験雌ラットの臓
器重量を測定 
（2）社会性行動への影響を評価するために、
12−14週齢試験雌ラットの性選好性試験（②）、
試験雌ラットと同週齢の雄ラット（③）ある
いは同週齢の雌ラット（④）との性行動を解
析 
 上記の実験に加えて、EDｓの行動学的早期
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 
＜EEならびに TPhP周生期曝露の影響＞ 
 生後 24 時間以内の Wistar-Imamichi 系雌ラ
ットに対して、Sesame oil、Sesame oilに溶解
した TPhP（和光純薬工業株式会社）、あるい
は EE（Sigma Aldrich, USA）を 28日間連続で
経口投与した。それぞれの物質の 1 日あたり
投与量は、Sesame oilは 5 ml/kg（X-Ctrl群）、
TPhP は 25 mg/kg（X-LTP 群）あるいは 250 
mg/kg（X-HTP群）、EEは 15 μg/kg（X-EE群）
とし、4 群を作出した。また、周生期雄ラッ
トに対して Sesame oi（5 mg/kg/day）を 28日
間連続で経口投与した群（Y-Ctrl 群）を同時
に作出した。これらの雌雄ラットは一腹あた
り 8 匹ずつになるよう里子操作を行い、生後
21日齢で離乳した。離乳した雌雄ラットは各
ケージ 4匹ずつ、同性で群飼育した。 
①幼若期臓器重量測定 
 4 週齢時、各試験雌ラット群のうち半数の
体重を測定し、剖検後、肝臓、腎臓、卵巣、
そして子宮の各臓器の重量を測定した。また
同時に生殖器から肛門までの距離（Anogenital 
distance）を測定した。 
 各群、残り半数は 8 週齢時に卵巣摘出術
（OVX）を行い、卵巣由来の性ホルモンによ
る影響を排除した。これらの OVX雌ラットを

行動試験に用いる場合は、試験開始 48時間前
に Estragiol benzoate（EB）を 0.5 μg/ 0.1 ml、
さらに 4時間前に Progesteroneを 500 μg/ 0.1 
ml、それぞれ皮下投与し、発情誘起処置を行
った。 
②性選好性試験 
 黒色塩化ビニル製ケージへ成熟雌ラットお
よび雄ラット床敷を左右それぞれへ設置した。
その後、試験開始前に発情誘起処置を行った
12週齢の各群雌ラットおよび雄ラットを単独
で導入し、5 分間の行動を上部から撮影し録
画した。これらの動画を解析し、雌雄床敷領
域への接近行動時間・滞在時間を測定した。 
③雄ラットとの性行動試験 
 性選好性試験終了後、雌ラットは透明アク
リル製ケージへ移動し、60分の馴化後、同週
齢の性経験済み相手雄ラットを導入し、60分
間の行動を正面から撮影し録画した。これら
の動画を解析し、相手雄ラットのマウント行
動発現回数、試験雌ラットの誘惑行動（Ear 
wiggling、Hopping）、拒否行動、そして雄受容
姿勢（Lordosis）の発現回数を測定した。さら
に、雄受容姿勢発現回数は、雄ラットのマウ
ント行動発現回数に対する割合を示す
Lordosis商に用いた。 
④雌ラットとの性行動試験 
 試験③終了から 1 週間後、再び試験雌ラッ
トへ発情誘起処置を行い、試験③と同様の透
明アクリル製ケージへ移動し、60分の順化後、
同週齢の発情誘起処置済み OVX 相手雌ラッ
トを導入し、60分間の行動を正面から撮影し
録画した。これらの動画を解析し、試験雌ラ
ットのマウント行動発現回数、誘惑行動（Ear 
wiggling、Hopping）、攻撃行動を測定した。 
⑤成熟期臓器重量測定 
 OVXの際に体重と卵巣重量を測定した。ま
た全ての行動試験終了後、各群の試験雌ラッ
ト（15週齢）の体重を測定し、剖検後、肝臓、
腎臓、そして子宮の各臓器重量を測定した。
また同時に Anogenital distanceを測定した。 
 
＜母子分離誘発啼鳴反応の性差＞  
 0週齢Wistar-Imamichi系雌ラットにおいて、
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 3 時間
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前のジアゼパム経口投与の影響が、性差を有
するか否か検討した。仔ラットを母獣から分
離後、すぐに防音箱内のシャーレに入れ 5 分
間測定した。鳴き声はマイクロホン（CO-100K、
三研マイクロホン株式会社）で集音してアン
プ（OCTA-CAPTURE、ローランド株式会社）
で増幅し、Spectra PLUS 5.0 (Pioneer Hill 
Software、Poulsbo)にて解析した。 
 
＜倫理面への配慮＞ 
 動物の管理、行動試験の実施は明治大学農
学部動物実験委員会の許可の下で行った。特
に、行動試験は、動物に対し耐え難い苦痛を
与えないよう十分な配慮のもと行った。 
 
C 研究結果 
＜EEならびに TPhP周生期曝露の影響＞ 
①幼若期臓器重量測定 
 測定した体重について群間で差はなく、各
化学物質の影響は認められなかった（F (3, 10) = 
2.05, P = 0.11)（表 1）。また、体重あたりに換
算した各臓器重量について群間で差は認めら
れず、各化学物質の影響は認められなかった
（肝臓：F (3, 10) = 0.87, P = 0.52、腎臓：F (3, 10) = 
1.39, P = 0.27、卵巣：F (3, 10) = 0.37, P = 0.86、
子宮：F (3, 10) = 1.61, P = 0.20）（表 1）。 
Anogenital distanceについては、群間で差が認
められ（F (4, 61) = 27.22, P < 0.01）、Y-Ctrl群が
その他全ての群と比較して長くなったが（P < 
0.01）、各化学物質の影響は認められなかった
（図 1A）。 
②性選好性試験 
 性選好性試験では、各群について雌床敷へ
の接近行動時間と雄床敷への接近行動時間の
差（性選好性スコア）について比較したとこ
ろ、群間に差が認められ（F (4, 35) = 4.61, P < 
0.01)、X-EE群と Y-Ctrl群の性選好性スコアが、
X-Ctrl 群のそれと比較して高いことが明らか
になった（P < 0.05）（図 2）。一方で、X-LTP
群あるいは X-HTP群の性選好性スコアは、い
ずれの群とも差がなかった（図 2）。 
③雄ラットとの性行動試験 
 性行動試験では、各群に対する相手雄ラッ
トのマウント行動発現回数に群間で差が認め
られ（F (3, 27) = 3.87, P < 0.05)、X-EE群へのマ
ウント行動発現回数が、X-LTP 群と比較して

少ないことが明らかになった（P < 0.01）（図
3A）。また、試験雌ラットの Lordosis 商に群
間で差が認められ（F (3, 27) = 18.34, P < 0.01)、
X-EE群の Lordosis商が、他の全ての群と比較
して低いことが明らかになった（P < 0.01）（図
3B）。試験雌ラットの誘惑行動の１つである
Ear wiggling の発現回数にも群間で差が認め
られ（F (3, 27) = 8.08, P < 0.01)、X-EE群の Ear 
wiggling 発現回数が、他の全ての群と比較し
て少ないことが明らかになった（P < 0.05）（図
3C）。さらに Hopping発現回数に群間で差が認
められ（F (3, 27) = 5.80, P < 0.01）、X-HTP群と
X-EE群の Hopping発現回数が、X-Ctrl群と比
較して少ないことが明らかになった（P < 
0.01）（図 3D）。一方で、X-LTP 群の Hopping
発現回数は、他のすべての群と比較して差は
認められなかった（図 3D）。そして雄のマウ
ント行動に対する拒否行動の発現回数は群間
で差は認められなかった（F (3, 27) = 1.35, P = 
0.28）（図 3E）。 
④雌ラットとの性行動試験 
 性行動試験では、雌ラットに対する各試験
雌ラットマウント行動発現回数に群間の差は
認められなかった（F (3, 27) = 4.07, P = 0.78）（図
4A）。また、試験雌ラットの誘惑行動のいず
れの発現回数にも群間の差は認められなかっ
た（Ear wiggling: F (3, 27) = 1.34, P = 0.28; 
Hopping: F (3, 27) = 0.91, P = 0.45）（図 4C, D）。
そして雌ラットに対する攻撃行動の発現回数
も群間の差は認められなかった（F (3, 27) = 2.15, 
P = 0.12）（図 4B）。 
⑤成熟期臓器重量測定 
 OVX時（8週齢）に測定した試験雌ラット
の体重に群間で差が認められ（F (3, 60) = 8.75, P 
< 0,01）、X-EE群の体重が他の全ての群と比較
して増加していることが明らかになった（P < 
0.05）（表 2）。また体重あたりに換算した卵巣
重量について群間で差が認められ（F (3, 60) = 
7.51, P < 0.01）、X-EE群の卵巣重量が低下して
いることが明らかになった（P < 0.05）（表 2）。 
 全ての行動試験終了後の 15週齢時には、測
定した体重について群間で差が認められたが
（F (5, 21) = 3.99, P < 0.05)、各化学物質の影響は
認められなかった（表 3）。また、体重あたり
に換算した各臓器重量については群間で差は
なく、各化学物質の影響は認められなかった
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（肝臓：F (5, 22) = 1.18, P = 0.36、腎臓：F (5, 22) = 
2.32, P = 0.08、子宮：F (5, 21) = 1.92, P = 0.15）（表
3）。 Anogenital distance については、群間で
差が認められ（F (4, 46) = 116.03, P < 0.01）、Y-Ctrl
群がその他全ての群と比較して長くなったが
（P < 0.01）、各化学物質の影響は認められな
かった（図 1B）。 
 
＜母子分離誘発啼鳴反応の性差＞ 
 ジアゼパム 1 ml/kg 投与による母子分離誘
発蹄鳴反応の低下が雄で有意に表れる一方、
雌では表れにくいという性差を検出した。 
 
D 考察 
＜EEならびに TPhP周生期曝露の影響＞ 
 エストロゲン様物質の発達への影響を評価
するために、幼若期および成熟期のそれぞれ
の体重と化学物質の代謝に関わる肝臓、体外
の排泄へ関わる腎臓、エストロゲンの主要産
生組織である卵巣、そして性ホルモンの作用
部位の 1 つである子宮、これら各臓器の重量
を測定した。その結果、化学物質の曝露終了
直後では、体重と各臓器重量へ化学物質の影
響は認められないことが明らかになった。そ
の一方で、性成熟完了直後の 8 週齢時では、
EE 曝露によって体重の増加と卵巣重量の低
下が認められた。成熟期では、ふたたび体重
や卵巣以外の各臓器重量への化学物質の影響
が認められなかった。これらの結果は、周生
期 EE 曝露が、卵巣組織の発達を抑制してい
ること、さらには体重の増加が認められたこ
とから摂食行動を抑制する卵巣由来のエスト
ロゲン分泌量の低下、あるいはエストロゲン
の作用点であるエストロゲン受容体の活性低
下を引き起こしている可能性が示唆された。
一方で、個体の成長にともない顕著に雌雄で
異なる長さを示す Anogenital distance につい
ては、幼若期および成熟期のいずれの時期に
おいて、化学物質の影響は認められなかった。 
 社会性行動への影響を評価するために、成
熟ラットの床敷に対する接近行動を解析し、
雌雄どちらの床敷に対して性選好性を示すか
を調査した。その結果、雌ラットへの EE 曝
露は、雄床敷よりも雌床敷へ強い性選好性を
示す、すなわち雄型の性選好性を示すことを
明らかにし、EE曝露によりその性選好性が雄

型化する可能性が示唆された。その一方で、
TPhP曝露は、雄ラットの性選好性スコアとの
差を消失させることから、正常な雌型性選好
性の成立を阻害する可能性が示唆された。成
熟雄ラットとの性行動試験では、雌特異的な
性行動である雄受容姿勢、誘惑行動に着目し
解析した。その結果、雌ラットへの EE 曝露
により雄受容姿勢、誘惑行動のいずれも示さ
なくなることが明らかになった。一方で、
TPhP 曝露は雄受容姿勢の発現に影響はない
ものの、高濃度の TPhP 曝露では誘惑行動の
うち Hopping の発現が減少する、すなわち曝
露濃度により異なる影響があることが明らか
になった。成熟雌ラットとの性行動試験では、
試験雌ラットのマウント行動、誘惑行動、攻
撃行動のいずれの行動発現回数についても化
学物質の影響は認められなかった。しかしな
がら、EE曝露によって雌ラットへの攻撃行動
が増加していることや、TPhPは曝露濃度の違
いにより、雌ラットに対してマウント行動が
増加する、あるいは攻撃行動が増加すること
が見出せつつある。これらの行動試験の結果
は、周産期のエストロゲン様物質の連続曝露
によって、成熟後の雌特異的な社会行動の一
部が抑制、あるいは消失し、さらには雄特異
的な社会行動の発現が起こることを示してい
る。 
 以上の結果から、周産期雌ラットへのエス
トロゲン様物質曝露、特に EE 連続曝露は脳
の正常な性分化に影響を与え、卵巣の発育あ
るいは機能を抑制し、成熟後の雌特異的な性
行動を抑制する可能性が示唆される。また
TPhPは、曝露濃度依存的に特定の雌特異的な
行動の発現を抑制する可能性が見出された。 
 
＜母子分離誘発啼鳴反応の性差＞ 
 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、雄子ラット
のほうが雌仔ラットに比べ、ジアゼパムが引
き起こす影響が強く現れることを明らかとし
た。このことから、母子分離誘発蹄鳴反応が
EDsの早期指標となり得ることを示した。 
 
E 結論 
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 本年度は、雌ラットに対して、EEならびに
in vitroでエストロゲン様作用をもつ化学物質
TPhP を周生期に 28 日間連続で経口投与し、
in vivo条件下でどのような影響をもつかを検
討した。その結果、幼若期の体重や臓器重量
に影響がないが、EE曝露は性成熟完了に至る
に従い、エストロゲンの主要産生臓器である
卵巣の発育を抑制することを示した。また、
EE曝露によって、成熟後の性行動中の雌特異
的な行動が抑制されること、TPhPはその曝露
濃度によって性行動中の誘惑行動の一部が抑
制されることが明らかになった。加えて、母
子分離誘発蹄鳴反応が EDsの早期指標となり
得ることを示した。 
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