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研究要旨 
合成エストロゲン(17α-ethinylestradiol, EE)をモデル化合物として、脳の性分化臨界期における

エストロゲン活性物質曝露により生じる遅発影響について閾値となる用量を 27〜28 週齢まで探
索し、さらに遅発影響の最小影響量検出における評価手法の有効性を検討したところ、1 日齢か
ら EE の 5 日間反復経口投与による遅発影響の最小影響量は卵巣の嚢胞状卵胞保有率を増加させ
る 0.08 μg/kg/day（無影響量 0.016 μg/kg/day）であり、子宮肥大試験では陰性の用量であった。
また、この用量を投与した動物を 10 週齢で雄と交配して帝王切開しても、妊娠末期母体重の増
加抑制および胎児の発育促進以外に影響は認められず、現行の評価法が遅発影響評価に必ずしも
有効ではないことが示唆された。 
視床下部におけるキスペプチン(KP)パルス発生部位である弓状核(ARC)を中心に、KP をコー

ドする Kiss1 発現と遅発影響との関係を、新生期から検討したところ、無影響量の EE でも新生
期 ARC の Kiss1 mRNA を低下させ、性周期回帰停止を促進する用量ではプラトーに達している
ことが明らかになった。視床下部 ERα mRNA も低下したが性周期早期回帰停止との明確な関係
はなかった。10 および 23 日齢では最も発育の進んだ段階の卵胞数が減少し、LH 受容体の発現
低下ならびにその下流のステロイドホルモン合成系遺伝子の発現低下が認められたが、血中 E2

濃度に反映されていなかった。性周期回帰停止前では、これらの遺伝子発現に増加傾向が認めら
れた一方、KP ニューロンは卵巣ホルモンによるフィードバックの減弱を示唆していた。以上の
結果から、EE は ARC の Kiss1 発現を低下させ、性腺刺激ホルモン放出ホルモン分泌を変化させ
て卵胞発育を抑制し、その後の視床下部／下垂体／性腺軸の正常な発達を妨げ、遅発影響をもた
らすことが示唆された。 

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
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える。 
我々は、この時期の化学物質曝露の影響と

そのメカニズムを明らかにするために、エス
トロゲン活性評価の陽性対照物質として用い
られている 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 を経口投与してその
影響を検討してきた。平成 22 年から 24 年度
までの研究では、EE の用量あるいは投与日齢
と遅発影響との関係を詳細に検討し、EE 投与
は原始卵胞の消長に影響を及ぼさないが、性
周期の回帰停止をはじめとする遅発影響が出
現するまでの期間は EE の用量に逆比例し、
成熟雌ラットではエストロゲンの生理的変動
幅に相当すると考えられる血中 EE 濃度で、
春機発動の遅延が認められ、さらに基底レベ
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、性成熟後の性周期回帰
停止の促進あるいは乳腺の過形成などの不可
逆的な影響が認められることを明らかにした。
また、遅発影響の出現時期は EE の用量だけ
でなく、投与日齢によっても変動し、1 日齢
での曝露が 5 あるいは 7 日齢での曝露より早
期に遅発影響を出現させることを示した。 

本研究では、これまでの研究に基づき、ま
ず、リスク評価に資することを目的として遅
発影響の閾値を探索し、さらに現行の評価方
法（子宮肥大試験ならびに生殖能力試験）で、
遅発影響を検出し得るのかどうかを、最小影
響量について検討した（実験１）。また、EE
投与による遅発影響は視床下部／下垂体／卵
巣軸の異常を反映した変化であると考えられ
ることから、投与直後の初発変化を知るため
に EE が結合して標的遺伝子の発現を制御す
る ERα遺伝子の視床下部における発現ならび
に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している KP の ARC に
おける遺伝子発現の変化を調べ、さらに KP
受容体の GPR54、ならびに Kndy ニューロン
に局在して KP とともに GnRH パルスの発生
に与っていると考えられているダイノルフィ
ン（DYN）、DYN と高親和性を有する κ オピ
オイド受容体、ニューロキニン B（NKB）、な
らびに NKB 受容体をそれぞれコードする遺
伝子の発現変化を検討した（実験 2）。次いで、
視床下部／下垂体／卵巣軸の成立前後の時期

である幼若期について、特に日齢の進行に伴
い発育の進んだ卵胞が認められるようになる
卵巣の形態および機能の変化を検討した（実
験 3）。さらに、春機発動後、性周期の回帰停
止前の時期について、視床下部および卵巣の
変化を検討するとともに、ARC の Kndy ニュ
ーロンにより駆動される KP パルスを反映し
た LH パルス状分泌の変化を検討した（実験
4）。このように本研究では平成 24 年度までに
蓄積した EE 曝露と遅発影響との関係に関す
る知見に基づき、EE 曝露直後から遅発影響出
現に至るまでの間の視床下部下垂体卵巣軸の
発達を俯瞰して、遅発影響出現のメカニズム
を考察した。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 被験物質の調製 

EE（Sigma-Aldrich、純度 98%以上、分子量
296.4）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冷蔵遮光保存した。
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 

Kiss1 遺伝子の in situ hybridization における
陰性対照として用いた Kiss1 遺伝子ノックア
ウトラット(Kiss1-/-)を除き、いずれの実験も日
本チャールスリバー株式会社（横浜）より購
入した Sprague-Dawley 系ラットを用いた。子
宮肥大試験では養母と共に生後 15 日で購入
した雌ラットを、生後 21 日に離乳して用いた。
そ の 他 の 実 験 で は 、 妊 娠 雌 ラ ッ ト
（Crl:CD(SD)）あるいは成熟雄ラットとの交
配により作出した妊娠ラットから自然分娩に
より得た雌産児を用いた。EE を投与する産児
は出生日を 0日齢とし、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、必要に応じて雄
出生児を加えて同腹生児数を 8 匹とした。実
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験 1 では上記のほかに投与動物を交配試験に
供するために、別途購入した成熟雄ラットを
用いた。実験 2 では、脳の部位特定のため、
同様の方法で得られた無処置雌新生児を用い
た。 

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。 

 
3. 投与方法 
いずれの実験も経口投与した。新生期の経口

投与では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、経口投
与した。いずれの実験も対照群にはコーン油
（和光純薬）を 10 mL/kg/day 経口投与した。 

 
4. 投与量 

(1) 閾値の探索（実験１） 
0.4 μg/kg/day 以上の用量で不可逆的影響が

認められていることから、0.08 μg/kg/day を最
高用量に設定し、以下公比 5 で除して、0.016
および 0.0032 μg/kg/dayを 1日齢から 5日間反
復投与した。 

(2) 子宮肥大試験（実験１） 
OECD 子宮肥大試験 Phase1 において経口経

路でエストロゲン活性が認められ、先行研究
において明瞭な遅発影響が認められた 2 
μg/kg/day を最高用量とし、以下公比 25 で除
して 0.08 および 0.0032 μg/kg/day を、22 日齢
から 3 日間反復投与した。 

(3) 生殖能力試験（実験１） 
閾値の探索で最小影響量と判断された 0.08 

μg/kg を 1 日齢から 5 日間反復投与した。 
(4) 初発影響の検討（実験 2） 
若齢で性周期の回帰が停止する 2 μg/kg/day、

ならびに性成熟後早期に性周期の回帰が停止
する 0.4 μg/kg/day を 1 日齢から 5 日間反復投
与した。また、さらに低用量での初発影響を
調べるために、0.08 μg/kg/day および 0.016 

μg/kg/day を 1 日齢から 5 日間反復投与した。
単回投与後の影響を知るために、先行研究に
おいて 1、5 あるいは 7 日齢における投与によ
って若齢で性周期の回帰を停止させる 10 
μg/kg/dayあるいは単回皮下投与で遅発影響を
誘発することが確認されている2 μg/kgを 1日
齢に、また20 μg/kgを 5日齢に単回投与した。 

(5) 幼若期の卵胞発育に及ぼす影響の検討
（実験 3） 

初回排卵に遅延が認められる 2 μg/kg/day お
よび性成熟後比較的早期に性周期の回帰を停
止する 0.4 μg/kg/day を 1 日齢から 5 日間反復
投与した。 
 

(6) 性周期回帰停止前の時期における視床下
部／下垂体／性腺軸の変化（実験 4）  

視床下部および卵巣の変化は、春機発動後に
性周期を回帰した後に連続発情となる 0.4 
μg/kg/day を高用量とし 0.08 μg/kg/day も設定
した（実験 4-1）。パルス状 LH 分泌の変化の
検討は先行研究において 8 週齢で既に異常な
性周期を示す動物が増加し、初回排卵に遅延
が認められている 0.4 あるいは 2 μg/kg/day を
設定した（実験 4-2）。 
 
5. 観察方法 

(1) 閾値の探索（実験１） 
投与前後に一般状態を観察し、21 日齢に離

乳して 26-27週齢まで実験に供した。その間、
以下に示す観察および測定を行った。 

(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) 眼瞼開裂の観察 
12 日齢から毎日眼瞼開裂の有無を観察し、両
側の眼瞼が開裂した日を眼瞼開裂日として体
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 4 週間に 1 回、2 週間にわたり、
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。性周期の観察は 25 週齢まで
継続し、2 週間の観察期間中に 4-5 日で発情を



56 
 

回帰したものを正常周期に、また、連続した
発情休止期が全く観察されなかったものを、
連続発情に分類し、発情休止期が 14 日以上継
続したものを無発情に、これら以外をその他
に分類した。また、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 
性周期の観察を上記の観察期間終了後も継

続し、発情期あるいは発情休止期に剖検した。 
剖検に際して、まず動物にペントバルビタ

ールナトリウム溶液（ソムノペンチル、共立
製薬、東京）を腹腔内投与（1 mL/kg）し、深
麻酔下で採血を行い、その後放血致死させた。
剖検では脳、下垂体、卵巣、肝臓、副腎、子
宮、乳腺、膣を採取し、一部の動物について
下垂体、卵巣、肝臓、副腎および子宮の重量
を測定した。また、全例について卵管を採取
し、排卵検査を行った。重量測定後、卵巣は、
リン酸緩衝ホルマリン液、4 %パラホルムアル
デヒド(PFA)あるいはブアンでの固定もしく
は液体窒素を用いた急速凍結を行い、-50℃で
保存した。 

(カ) 卵巣組織の観察 
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。 

(2) 子宮肥大試験（実験１） 
(ア) 投与期間中の観察 
一般状態を観察し、腟開口の有無を観察した。
体重は投与開始日から剖検日まで毎日測定し
た。 

(イ) 剖検 
最終投与 24時間後の 25日齢に剖検を行った。
剖検では、まず動物にペントバルビタールナトリウ
ム溶液（ソムノペンチル）を腹腔内投与し、深麻酔
下で採血を行い、放血と殺した。卵巣および子宮
を膣とともに摘出し、実体顕微鏡下で脂肪を除去
した後、膣を子宮頚の外子宮口の位置で切り離し
た。子宮重量は、子宮内液を含んだ状態でまず

測定し（wet weight）、次に子宮壁の一部を切開し、
子宮内液をガーゼで吸い取った後、再度重量を
測定した（blotted weight）。また両側卵巣の重量
を測定した。 
(3) 生殖能力試験（実験１） 
(ア) 一般状態、身体的発達の観察および体重

測定 
投与前後に一般状態を観察し、身体的発達の

指標として眼瞼開裂日齢を調べた。投与動物
は 21 日齢に離乳し、28 日齢から膣開口の有無
を調べた。体重は、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、妊娠期間中は妊娠 0、7、14 および 20
日に測定した。 
(イ) 性周期観察および交配 

8 週齢から 2 週間、毎日膣垢を採取して性周
期を観察し、上記(1)-エ）に示したように分類
し、集計した。10 週齢から生殖能力の確認さ
れている雄と交配し、膣垢を観察して精子の
確認された日を妊娠 0 日とし、妊娠 20 日に帝
王切開に供した。 

(ウ) 帝王切開 
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）深麻酔下で放血
と殺した。卵巣は左右の黄体数を数え、ブア
ン液で固定した。左右子宮角は切開し、着床
の状況を観察した後胎児及び胎盤を摘出し、
それぞれ重量を測定した。遺残胎盤および死
亡胎児の数も数えた。摘出した胎児は実体顕
微鏡下で生死、性別および外表以上の有無を
観察した。生存胎児は全てアルコール固定の
後、Dawson 法によりアリザリンレッド S 透明
骨格標本とし、骨格観察に供した。 

(エ) 胎児の骨格観察 
胎児骨格標本は実体顕微下で骨格異常および
変異の有無を観察した。また、骨化している
仙尾椎、前及び後肢の基節骨ならびに胸骨分
節の数を数えた。 

(4) 初発影響の検討（実験２） 
(ア) 体重および一般状態 
投与前後に一般状態を観察した。体重は投与

期間中および剖検日に測定した。 
(イ) 剖検 
単回および反復投与のいずれにおいても最

終投与 24 時間後に剖検し、脳を採取した。無
処置雌は 6 日齢に、Kiss1 KO は 10 日齢に剖検
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した。 
遺伝子発現定量解析に供する動物は、冷却麻

酔 下 で 断 頭 し 、 直 ち に 脳 を 採 取 し て
RNAlater® Solution（Thermo Fisher Scientific, 
CA, USA）に浸漬し、冷蔵保存した。遺伝子
発現の観察あるいは脳の部位特定に供する動
物は、冷却麻酔下でリン酸緩衝生理食塩液
(PBS)により全身還流を行い放血後、4%PFA
で還流し、脳を採取した。採取した脳はさら
に 4%PFA に浸漬し、冷蔵庫内で一晩固定した。 

(ウ) 視床下部おける性腺刺激ホルモン放出ホ
ルモン関連遺伝子発現の定量 

反復経口投与および単回経口投与の動物につ
いて実施した。 
① 視床下部および上部領域の切り出し 
RNAlater中に保存した脳は実体顕微鏡下で、

ブレインマトリックス (RODENT BRAIN 
MATRIX Rat, 200-400 g, Colonal, ASI 
INSTRUMENTS, USA)を用いて視床下部と中
脳との境界から視交叉までを含む領域を切り
出し、次に乳頭体の左右の隆起を境界として
外側領域を切り落として、さらに冠断面より
前交連から視床下部領域とそれより上部の領
域とに分割して、ERα についてはこの２領域
を解析の対象とし、その他の遺伝子は視床下
部領域を解析の対象とした。 
② Total RNA の抽出 
採取した組織は砕装置用チューブ（トミー

精工、東京）へ TRIzol（Life Technologies 
Corporation, Carlsbad, USA）および細胞破砕装
置用ビーズ（ジルコニア 2.0φ、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）によっ
て 4000 rpm、4℃で 90 秒間ホモジナイズした。
次にクロロホルム（試薬特級、和光純薬工業、
大阪）を加えて撹拌し、室温で 2 分間静置し
た後、遠心分離を 12,000×g、4°C で 15 分間行
った。二層に分離したチューブの溶液から
RNA を含む無色の上層を別のチューブへと
移し、2-プロパノール（イソプロピルアルコ
ール、分子生物学用、和光純薬工業、大阪）
を添加して攪拌し、12,000×g、4℃で 10 分間
遠心分離した。チューブ内に沈殿物が存在し
ていることを確認後、上清を除去して 75%エ
タノールを添加して沈殿物を洗浄し、7,500×g、
4℃で 5 分間遠心分離した。75%エタノールを

除去後、RNA 沈殿物を 5 分間乾燥させ、DEPC 
処理水（DEPC treated Water、ニッポンジーン、
東京）を添加した。これを 60℃で 10 分間イ
ンキュベートして RNA 沈殿物を溶解し、RNA
溶液の吸光度の測定により抽出された RNA
の濃度を求めた。得られた RNA 濃度をもとに
各サンプルの RNA 濃度を DEPC treated Water 
を加えて 100 μg/mL に調製し、-80℃で保存し
た。 
③ Real-Time RT-PCR 
逆 転 写 に 先 立 ち 、 total RNA 溶 液 を

deoxyribonuclease I（Amplification Grade、Life 
Technologies Corporation）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）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）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、ERα、ERβ、Kiss1、

GPR54、DYN をコードするプロダイノルフィ
ン遺伝子（Pdyn）および DYN と高親和性を有
する κ オピオイド受容体をコードする Opioid 
receptor kappa 1(Oprk1)、NKB をコードする
Tac3、ならびに NKB 受容体をコードする Tacr3
を選択した。各遺伝子の発現量は GAPDH 
mRNA で補正した相対発現量として求めた。
使用したプローブおよびプライマーを表 1 に
示す。 
① ARC および AVPA 領域の確認 
ブ レ イ ン マ ト リ ッ ク ス (Colonal, ASI 

INSTRUMENTS)を用いて、4%PFA で固定した
6 日齢無処置雌ラット脳から視床下部と中脳
の境界から吻側方向に向かって 6 mm 幅の領
域を冠状断に切り出した。これを常法に従い
パラフィン包埋し、10 µm 厚の連続切片とし
て Kluver Ballera（KB）染色を施した。 

KB 染色標本を観察し、Paxinos & Watson に
よるラット脳アトラス[Paxinos & Watson The 
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, 6th ed., 
Elsevier]を参照して、6 日齢雌における ARC
が視床下部の尾側（乳頭体側）から吻側方向
へ約 0.66 -1.21 mm の領域に位置し、また
AVPV が約 1.89-2.11 mm の領域に位置するこ
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とを確認した（図 1）。 
② ARC 領 域 に お け る Kiss1 の in situ 
hybridization  
まず、6 日齢無処置雌ラット脳の ARC 領域

を、20 µm 間隔で 10 µm 厚の連続切片とし、
QuantiGene ViewRNA (Affimetrix/Panomics, 
Santa Clara, CA, USA) を 用 いる in situ 
hybridization で確認した（図に示さず）。確認
の結果最も発現が多く認められた尾部を検索
の対象とし、尾部から吻部に向かって 20 µm
間隔で10 µm 厚の切片を3枚作製し、Kiss1 の
in situ hybridization に 供 し た 。 In situ 
hybridization は処方に従い行ったが、組織の前
処理(pretreatment)における煮沸処理は 10 分間
とし、protease 処理は 40 ℃、5 分間とした。
また、Kiss1 in situ hybridization 用に設計され
たプローブとのハイブリダイゼーションは
40 ℃で 150 分間行い、陰性対照には、10 日
齢の Kiss1-/-雌の脳組織標本を用いた。 
④ 視床下部 ARC および AVPV 領域におけ

る ERαの in situ hybridization 
上記③と同じ条件で pretreatment および

protease処理を行い、ERαの in situ hybridization
用に設計されたプローブとのハイブリダイゼ
ーションを 40 ℃で 150 分間行った。 

(5) EE 新生期曝露動物の幼若期卵胞発育（実
験 3） 

(ア) 卵巣の採取 
卵巣が受容体を介して性腺刺激ホルモンへ

の感受性を獲得している 10 日齢に EE 投与動
物の一部の動物を剖検して卵巣を採取した。
残りの動物は 21 日齢に離乳後、視床下部-下
垂体-性腺軸の発達が進み、外来性の性腺刺激
ホルモンに反応し自然排卵することが可能と
なる 23 日齢に剖検して卵巣を採取した。 

10 日齢では低温麻酔下で断頭屠殺し、実体
顕微鏡下で卵巣を採取した。23 日齢ではペン
トバルビタールナトリウム（ソムノペンチル）
の腹腔内投与による深麻酔下で腹大動脈から
採血した後に放血致死させ、卵巣および子宮、
下垂体を採取し重量を測定した。 
採取した卵巣の片側は形態学的解析のため

に Bouin 液、リン酸緩衝ホルマリン液または
4 %PFA で固定した後、常法に従ってパラフィ
ン包埋した。対側の卵巣は遺伝子発現解析の
た め に 、 10 日 齢 で は RNA later （ Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA）
中で保存し実体顕微鏡下でトリミングした後
に液体窒素中で急速凍結し、23 日齢では液体
窒素中で急速凍結し、いずれも-80 ℃で保存
した。 

23日齢に採取した子宮および下垂体はリン
酸緩衝ホルマリン液で固定した。採取した血
液は氷上に静置後、4 ℃、3,000 rpm で 15 分
間遠心分離して血清を得た。得られた血清は
ホルモン測定のために-50 ℃で保存した。 

(イ) 発育卵胞数の計測 
EE 投与の卵胞発育に及ぼす影響を知るた

めに、Bouin 固定してパラフィン包埋した卵巣
を 6 μm 厚の連続切片とし、HE 染色を行って
発育卵胞数を計測した。計測はすべての切片
を対象とし、光学顕微鏡下で観察して卵母細
胞の核小体が明瞭に確認できた卵胞を、
preantral、early antral ならびに antral に分類し
それぞれの数を計測した。各発育段階の卵胞
は、Pedersen & Peters による分類[Pedersen T 
and Peters H, 1968]でそれぞれ type 4-5b、type 6
および type 7 に相当する。各発育段階の卵胞
の代表例を図 1 に示す。 

(ウ) Total RNA の抽出 
凍結卵巣からの抽出は、細胞破砕装置用ビ

ーズに「ステンレス φ3.2」を用いた他は、前
記(4)-ウ）②に記した方法で行った。なお、10
日齢サンプルについては 3 個体分の卵巣を 1
サンプルとした。 

(エ) Real-time RT-PCR 
 前記(4)-ウ）③に記した方法で行った。 
定量解析の対象には幼若期の卵巣を構成する
組織に特異的に発現する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。すなわち、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）、ERβ、インヒビンの各サブユニッ
ト（Inhibin α、βA、βB）、ミューラー管抑制ホ
ルモン（AMH）ならびに莢膜細胞に発現する
LH 受容体（LHR）を選択した。またステロイ
ドホルモン合成経路では莢膜細胞でのミトコ
ンドリアへのコレステロールの取り込みを促
進する 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 cholesterol 
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side-chain cleavage enzyme（P450scc）、さらに
細胞質でプレグネノロンを基質としてテスト
ス テ ロ ン を 生 成 す る 酵 素 で あ る
3β-hydroxysteroid dehydrogenase（3β-HSD）お
よび P450c17、ならびに顆粒層細胞でテスト
ステロンを基質として 17β-estradiol（E2）を生
成する aromatase をコードする各 mRNA を定
量した。使用したプローブおよびプライマー
を表 1 に示す。 

(オ) LHR タンパクの定量解析 
① タンパク質の抽出 
凍結した 23 日齢の卵巣から RIPA バッファ

ー（0.1 % SDS、1 % Trion X-100 / Tris-HCl 
pH8.0）を用いてタンパク質を抽出した。組織
重量 1 gあたり 10 mLのRIPAバッファーを加
え、RNA 抽出時と同様にビーズ式細胞破砕装
置によりホモジナイズした。ホモジナイズ後、
Benzonase（Novagen, Madison, WI, USA）を 1 
μL加え、氷上で 15分間インキュベートした。
その後 15,000 g、4 ℃で 15 分間遠心分離し、
上清を回収しサンプルとなるタンパク溶液を
得た。各サンプルのタンパク溶液はDC Protein 
Assay（Bio Rad、Hercules、CA、USA）により
タンパク濃度を測定した。 
② Western Blotting 
 タンパク質 10 μg 分のサンプルに水を加え
て 5 μL に合わせ、2×サンプルバッファーを 5 
μL 加え 100 ℃で 5 分間インキュベートした。
その後、サンプル溶液の全量をポリアクリル
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。電気泳動後、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 0.1 %Tween 20 入り 3 %スキ
ムミルクにより室温で 30 分間ブロッキング
した。一次抗体には anti-LHR（sc-25828、Santa 
Cruz Biotechnology、Santa Cruz, CA, USA）お
よ び anti-β-actin (#4967, Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA, USA)をそれぞれ
1:1000 に希釈して用い、4℃で一晩インキュベ
ートした。メンブレンを 3 %スキムミルク入
り PBS で洗浄した後、二次抗体に Dako 

EnVision+ System-HRP Labelled Polymer（Dako、
Glostrup、Denmark）を 1:2000 に希釈して用い、
室温で 1 時間インキュベートした。メンブレ
ンを 0.1 %Tween 20 入り PBS で洗浄し、
Liminata Forte Western HRP Substrate（Millipore、
Billerica、MA、USA）と室温で 5 分間反応さ
せた後、ImageQuant 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、バンドの発光強度を画像解析ソフ
トである ImageJにより測定しタンパク質の発
現を定量した。LHR の発現量を β-actin の発現
量により補正した、相対発現量により比較を
行った。 

(カ) 血清中 E2濃度測定 
田谷らの方法[田谷ら、1985]に従い、23 日

齢の血清中 E2 濃度をラジオイムノアッセイ
(RIA)により測定した。RIA の一次抗体には
G. D. Niswender 博 士 （ Colorado State 
University ） か ら 供 与 さ れ た 抗 E2 血 清
（GDN#244）を用いた。また、標識ホルモン
には 125I 標識 E2（GE ヘルスケアジャパン、東
京）、二次抗体には抗ヒツジガンマグロブリン
ロバ血清（AB200K）をそれぞれ用いた。1、5、
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。 

(6) 性周期回帰停止前の時期における視床下
部／下垂体／性腺軸の解析（実験 4） 

(ア) 一般状態の観察 
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。 

(イ) 一般状態の観察（実験 4-1） 
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。 
(ウ) 体重（実験 4-1） 

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。 

(エ) 眼瞼開裂の観察（実験 4-1） 
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。 
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(オ) 腟開口の観察（実験 4-1） 
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。 
(カ) 性周期の観察（実験 4-1） 

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 2
週間、毎日膣垢を採取して観察し、上記(1)-
エ）に示したように分類し、集計した。 

(キ) 剖検（実験 4-1） 
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（ソ

ムノペンチル）深麻酔下で卵巣および卵管を
摘出した後に、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 ERα 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。 

(ク) 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 厚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。 

(ケ) Total RNA の抽出（実験 4-1） 
凍結卵巣からの抽出は、細胞破砕装置用ビー

ズに「ステンレス φ3.2」を用いた他は、前記
(4)-ウ）②に記した方法で行った。 

(コ) Real-time RT-PCR（実験 4-1） 
前記(4)-ウ）③に記した方法で行った。 
定量解析は、(5)-エ）と同じ mRNA を対象

とした。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。 

(サ) LHR タンパクの定量解析（実験 4-1） 

前記(5)-オ）①および②に記した方法で行
った。 

(シ) Double-labeled in situ hybridization（実験
4-1) 

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 μm ごとに 10 μm 厚で
薄切して、各サンプル 3 枚の切片を Kiss1 及
び ERα 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、Kiss1-/-ラットの脳組
織を用いた。 

標本は光学顕微鏡下で鏡検し、発現陽性細
胞数を求めた。 
(ス) 実験 4-2 
実験 4-1 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
週齢に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ことを確認した。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 μL 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。 

(セ) 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
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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 JMP10（SAS Institute Japan）

を用いて解析を行った。その際、実験１の胎
児における各指標ついては、一腹の平均値を
その腹の代表値として扱った。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。 

 
6. （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. 新生期 EE（反復経口投与による遅発影響

の閾値探索）（実験 1） 
(1) 投与動物の一般状態および体重増加 
投与期間中の体重および一般状態にEE投与

群と対照群との間に差は認められなかった
（図2A）。7週齢から交配まではEE投与群が
対照群と比べてやや低値で推移したが、有意
差は認められなかった（図2B）。 
眼瞼開裂日齢ならびに膣開口日齢にEE投与

群と対照群との間で有意差は認められなかっ
た（表2）。 
(2) 性周期（図 3、4） 

0.08 µg/kg/day 群では観察期間全般にわたり
発情周期が不規則な変化を示したが、連続発
情を示す個体はなかった（図 3）。 
発情前期および発情期、発情後期および休止

期の日数の割合についても EE 投与群と対照
群の間に有意な差はみられなかった。また、
性周期の平均回帰回数においても EE 投与群
と対照群の間に有意な差はみられなかった
（図 4）。 
(3) 器官重量（表 3） 

0.016 µg/kg/day 群では、卵巣重量が対照群と
比較し有意（P<0.05）な高値を示したが、用
量に依存した変化ではなかった。その他の器
官については対照群と EE 投与群との間で有
意差は認められなかった。 
(4) 卵巣の組織学的観察結果（表 4） 
卵巣における黄体および嚢胞状卵胞の有無

を観察した結果、黄体保有率は対照群と EE 投
与群との間で有意差は認められなかった．一
方、嚢胞状卵胞が認められた動物の割合は 0.08 
µg/kg/day 群で有意に増加した。 

 
2. 幼若雌ラットを用いたEEの経口投与によ

る子宮肥大試験（実験１） 
体重推移および一般状態に投与の影響は認

められなかった（データは示さず）。 
表 5 に示すように、子宮重量は、2 µg/kg/day

群では対照群との間に有意差（p<0.01）が認
められたが、0.08 µg/kg/day 以下の投与群では
対照群と同様の値であった。卵巣重量につい
ても、2 µg/kg /day 群の値のみが対照群と比較
して有意（p<0.01）な低値を示した。 

 
3. 新生期 EE 投与動物の交配試験および胎

児観察（実験１） 
(1) 性周期の回帰状況および交配成績 

8-9週齢で性周期を観察した結果、対照群お
よびEE投与群ともに、正常周期に分類される4
日周期あるいは4及び5日周期、ならびにその
他の性周期が認められたが、それらの頻度は
いずれも両群間で同等であった（表6）。 
対照群およびEE投与群ともに、10週齢から

交配適期である発情前期に生殖能力の確認さ
れた雄と同居させた。その結果、対照群の7例
中2例が2回目の交配適期で交尾した以外はEE
投与群を含む全例が1回目の適期で交尾し、全
例が妊娠した（表6）。 
(2) 妊娠期間中の体重推移 
妊娠0日から20日までEE投与群の体重が対

照群と比べて有意な低値で推移したが、体重
増加量は妊娠末期の妊娠14-20日の値のみに有
意差が認められ、それ以前の時期は群間で差
は認められなかった（表7）。 
(3) 帝王切開所見 

EE投与群における黄体数、着床数ならびに
着床率は対照群と比べてやや低値の傾向を示
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したが、有意差はなかった。生存胎児数、着
床前死亡数あるいは着床後死亡数についても
群間で差は認められなかった（表8）。 
(4) 胎児所見 
表9に示すように、胎児の性比に対照群とEE

投与群の間で有意差は認められなかった。一
方、胎児体重は対照群と比べて有意な高値を
示していた。 
外表異常として全身浮腫の胎児がEE投与群

に1例認められたが、それ以外に異常は観察さ
れなかった。 
骨格検査で奇形は観察されなかった。また、

変異も対照群およびEE投与群の双方に少数例
ずつ観察されたが、投与の影響を示唆する傾
向は認められなかった。しかし、全般的に骨
化の進行がEE投与群で亢進し、右第5基節骨が
骨化している胎児の割合ならびに骨化仙尾椎
数に有意差が認められた。 

 
4. 新生期新 EE 投与後の視床下部初期変化

（実験 2） 
(1) EE反復経口投与後の視床下部における遺

伝子発現 
図 5 に示すように、EE 2 µg/kg/day 群では

視床下部におけるERα mRNA量が対照群と比
較して有意な低値を示したが、上部領域では
群間に差は認められなかった。 

図 6 に示すように、視床下部における遺伝
子発現量を対照群と 0.4 µg/kg/day 以上の投与
群との間で比較したところ、EE 投与群におけ
る Kiss1 mRNA 量が顕著に低下し、対照群と
の間に有意差が認められたが、低下の程度に
用量間で差は認められなかった。ERα mRNA
についても、対照群と比較して、2 µg/kg/day
群では有意な低値を示し、0.4 µg/kg/day 群で
も低下の傾向が認められた。Kndy ニューロン
でキスペプチンとともに GnRH パルスの制御
に関わっていると考えられている NKB およ
び Dyn ならびにそれらをコードする遺伝子に
ついては、対照群と EE 投与群との間に有意
差は認められなかった。しかし、対照群との
間に有意差は認められなかったが、EE の用量
に依存して NKB 受容体をコードする Tacr3 の
発現が低下し、DYN 受容体をコードする
Oprk1 の発現が増加した。 

キスペプチン受容体をコードする GPR54

および EE が結合する可能性のある ERβ につ
いては遺伝子発現量に群間で著差は認められ
なかった（図 7）。 

図 8 に示すように、0.016 µg/kg /day 以上の
投与群で用量に依存した Kiss1 の有意な低下
が認められた。対照群との間に有意差は認め
られなかったが、ERα も用量に依存した発現
低下が認められた。 
(2) EE単回経口投与後の視床下部における遺

伝子発現（実験2） 
図 9 には 1 日齢における 2 あるいは 10 

µg/kg の EE 単回投与翌日の視床下部における
ERα および Kiss1 発現量を示した。ERα につ
いては対照群と EE 投与群との間で差異は認
められなかったが、Kiss1 は両投与群ともに対
照群と比べて有意な低値を示した。しかし、
用量間で差は認められなかった。 

図 10 には 5 日齢における 20 µg/kg の EE
単回投与翌日の視床下部における ERαおよび
Kiss1 発現量を示したが、ERαおよび Kiss1 と
もに対照群と比較して有意な低値を示した。 
(3) EE単回経口投与後の視床下部における遺

伝子発現（実験2） 
図11および12に代表例を示すように、ERα 

mRNA については、EE 反復経口投与した動物
でも対照群と同様にAVPVおよびARCのいず
れにおいても局在が認められ、その程度にも
明瞭な差は認められなかった。一方、Kiss1 
mRNA については、EE 反復投与動物の ARC
で顕著な発現低下が観察された（図 13）。 

 
5. 新生児期エチニルエストラジオール曝露

が幼若期卵巣における卵胞発育に及ぼす
影響 (実験 3) 

(1) 一般状態および発育 
一般状態に異常は認められず、体重推移お

よび眼瞼開裂日齢に対照群と EE 投与群との
間で有意差は認められなかった（図 14、表 10）。 
(2) 23 日齢における器官重量（図 15） 

EE 2 µg/kg/day 群では卵巣が対照群と比較し
て肉眼でも確認できるほど小さく、卵巣重量
および子宮重量は対照群と比較し有意な低下
を示した。0.4 µg/kg/day 群では卵巣重量に有
意差はみられなかったが、低値の傾向が認め
られた。子宮重量については 1 例に高値（40.4 
mg）を示す個体が認められたため、平均重量
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が対照群と同等のレベルとなったが、この 1
例を除くと、有意差はみられなかったが対照
群と比較して低下傾向を示していた。下垂体
重量については対照群と EE 投与群との間で
有意差は認められなかった。 
(3) 発育卵胞数の計測結果（図 16） 

10 日齢の卵巣では early antral 以前の発育段
階の卵胞しか認められなかった。対照群と発
育卵胞数を比較すると、preantral ステージの
卵胞数は同等であったが、それより発育の進
んだ early antral ステージの卵胞は、2 µg/kg/
日で対照群の 65 %程度、0.4µg/kg/day 群でも
減少傾向を示していたが、統計学的有意差は
みられなかった（図 16A）。 

23 日齢の卵巣では 2 µg/kg/day 群の antral ス
テージの卵胞数が対照群と比較して有意に減
少した。一方、それより以前の発育段階にあ
る卵胞数に有意な変化はみられなかった。0.4 
µg/kg/day 群では標本破損により 2 例のみの計
測となったため統計解析は行わなかったが、
各段階の卵胞数が低値の傾向を示した。用量
相関性は antral ステージのみに認められた（図
16B）。 
(4) 卵巣における卵胞発育関連因子 mRNA

の発現（図 17） 
10 日齢卵巣では、LHR mRNA 発現が用量依

存的な低下傾向を示し、2 µg/kg/day 群では対
照群との間に有意差が認められた。その他の
測定項目に有意な変化はみられなかったが、
FSHR および ERβ mRNA については 2 
µg/kg/day 群で若干の増加傾向が認められた
（図 17A）。 

LHR mRNA は 23 日齢でも 2 µg/kg /day 群に
おいて低値の傾向を示したが対照群との間に
有意差はみられなかった。その他の測定項目
には対照群と EE 投与群間で有意差はみられ
なかった（図 17B）。 
(5) 卵巣におけるステロイドホルモン合成関

連因子 mRNA の発現（図 18） 
10 日齢の卵巣では、2 µg/kg/day 群で StAR 

mRNA の発現が有意に低下した。また有意差
はみられなかったが、同群において P450scc、
3β-HSD ならびに aromatase mRNA が低下傾向
を示した。0.4 µg/kg/day 群でも StAR および
P450scc mRNA 発現に同様の傾向が認められ
たが、3β-HSD および aromatase mRNA 発現は

対照群とほぼ同レベルであった（図 18A）。 
 23 日齢卵巣では、2 µg/kg/day 群において
P450scc および P450c17 の各 mRNA 発現が対
照群と比較し有意な低値を示した。また StAR
および 3β-HSD、Aromatase mRNA についても
有意差はなかったが、対照群に対する発現量
はそれぞれ約 60、82、69 %と低下していた（図
18B）。 
(6) 卵巣における LHR タンパク質の発現（図

19） 
 23 日齢卵巣における β-Actin に対する LHR
タンパク質の相対発現量が 2 µg/kg/day群にお
いて低下した。 
(7) 血清中 E2濃度（図 20） 

23 日齢の血清中 E2レベルについて、対照群
と EE 投与群との間で有意な差はみられなか
った。 
 
6. 性周期回帰停止前の視床下部下垂体性腺

軸の変化 (実験４) 
(1) 発育および身体的発達  
 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４） 
 図21に示すように、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/day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 
 表11に示すように、0.08 µg/kg/day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/day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22に、また、その保有率を図23に示す。10
週齢に採取した卵巣では、0.4 µg/kg/day群にお
ける嚢胞状卵胞の保有率は対照群とほぼ同程
度であったが、2 µg/kg /day群では5例全例に観
察された（図23A）。0.08あるいは0.4 µg/kg/day
を投与して13週齢に卵巣を観察すると、EE投
与群では用量に依存して保有率が増加し、0.4 
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µg/kg/day群では75％の動物に嚢胞状卵胞が観
察された。(図23B) 
(5) 卵巣における遺伝子発現およびLHR発現 
 図 24 に示すように、0.4 µg/kg/day 群では発
育卵胞の卵母細胞に発現する GDF-9（図 24A）
も、顆粒層細胞に発現する FSHR（図 24B）お
よびインヒビンの各サブユニット（図 24D-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 24C）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傾向が認
められた（図 25）。0.08 µg/kg/day 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 mRNA 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/day 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
3β-HSD および StAR の発現が有意に増加し、
0.4 µg/kg/day 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 3β-HSD、
P450c17およびaromataseの発現が有意に増加
した（図 26A−5E）。 
(6) 視床下部における Kiss1 および ERα 発現 
 図 27および図 28にはそれぞれARCおよび
AVPV における Kiss1 mRNA および ERα 
mRNA の二重 in situ hybridization の代表例を
示した。 
 対照群および EE 投与群において、赤色顆
粒で可視化されている ERα と青色顆粒で可視
化されている 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
27A ）、 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 28A）。 
 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 27B
および 28B）。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 28C）。 
(7) EE曝露動物におけるパルス状LH分泌 
 図 29 には血清中 LH 濃度の個別変動を示し、
表 12 にはパルス解析結果を示す。 
 いずれの投与群の動物にも LH パルスの発

生が確認されたが、各パラメーターのうち、
0.4 μg/kg/day群のAmplitudeが対照群と比べて
有意な高値を示した。その他のパラメーター
に対照群と EE 投与群との間で有意差は認め
られなかった。 
 
Ｄ．考察 
脳の性分化臨界期にエストロゲン活性物質

の曝露を受けると、性周期の早期回帰停止や
乳腺の過形成等、性成熟後に影響が遅発して
現れることを平成 24 年度までの本研究で明
らかにした。本研究では、まずこのような遅
発影響に閾値が存在するかどうかを確認した。
平成 24 年度までの研究から、感受性の高い日
齢である 1 日齢に単回投与するより、これを
5 日間に分割して反復投与する方がより若齢
で性周期の回帰を停止することが明らかにな
ったため、閾値は 1 日齢から 5 日間の反復経
口投与を行って探索することとした。対照群
でも性周期が変化し始める 25 週齢まで観察
した結果、0.08 µg/kg/day 投与以下の用量では
性周期の回帰停止は認められなかった。1 日
齢にこの用量を単回皮下投与すると、33 週齢
で発情の回帰を停止する動物が現れてくるこ
とから、性周期の早期回帰停止に関する経口
投与での閾値は 0.08 µg/kg/day 付近にあるも
のと推測される。 
一方、0.08 µg/kg/day 投与では、27-28 週齢

の観察で卵巣に嚢胞状卵胞を保有する動物の
割合が有意に増加していた。0.016 µg/kg/day
以下の用量では嚢胞状卵胞保有率は対照群と
同程度であったことから、嚢胞状卵胞の保有
に関する閾値は 0.016 µg/kg/day と考えられる。
これまでの研究でも性周期の回帰が停止する
用量で嚢胞状卵胞の保有率が増加していたが、
性周期に著変の認められない用量でも嚢胞状
卵胞の保有率が増加することが本研究で明ら
かになった。その他の観察項目には EE 投与
の影響と考えられる変化は認められなかった
ことから、嚢胞状卵胞の保有率増加が最も低
用量の EE で誘発される遅発影響であると考
えられる。 
嚢胞状卵胞は、加齢に伴い対照群の卵巣に

も観察されるようになる。本研究で、閾値の
探索以外を目的とした実験で 13 週齢に卵巣
の嚢胞状卵胞の保有率を調べたが、0.08 
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µg/kg/day は対照群と差のない値であったこ
とから、加齢に伴い増加する嚢胞状卵胞の形
成が EE 投与により促進されたものと理解さ
れた。 
子宮肥大試験は in vivo によるエストロゲン

活性のバイオアッセイであり、種々の物質が
この試験でエストロゲン活性を評価されてい
る。本研究では 0.08 µg/kg/day の EE で嚢胞状
卵胞の保有率が増加したが、この用量を、
OECD テストガイドラインに従った幼若雌ラ
ットを用いる子宮肥大試験に適用したが、子
宮重量は溶媒を投与した陰性対照と全く変わ
らず、遅発影響の閾値は子宮肥大試験の閾値
より低いことが明らかになった。従って、遅
発影響を誘発するエストロゲン活性の検出に、
子宮肥大試験は必ずしも有効ではないことが
示唆された。 
生殖毒性試験では一般的に 10週齢付近で交

配を行って、交尾までの同居日数、交尾率、
妊娠率、着床率、胚及び胎児の生存率などか
ら生殖能力に及ぼす影響を評価する。0.08 
µg/kg/day 投与を受けた動物は性周期を回帰
しているので、生殖能力を確認した結果、交
尾、および妊娠率に影響は認められなかった。
また、黄体数も対照群と同様であったことか
ら、この時期の排卵数は正常であったと考え
られる。従って、嚢胞状卵胞を形成する用量
でも少なくとも若齢では生殖能力には異常の
ないことが確認された。しかし、胎児胎盤重
量が母体重に反映される妊娠末期における母
体重増加が EE 投与群で低下していた。胎児
の外表および骨格に異常は認められなかった
が、EE 投与群では胎児体重が有意に増加し骨
化の促進が認められた。これらの成績は、EE
投与群における胎児の発育促進と母体重の増
加抑制を示唆するものである。胎児の発育促
進は通常は悪影響とはされないが、母体重の
増加が抑制されている中での発育促進につい
ては、母動物のエネルギー代謝などへの影響
の可能性も排除できない。本研究では生殖内
分泌を中心に検索を行ったため、一般毒性学
的観点からの詳細な解析は行わなかったが、
卵巣に形態学的変化を生じさせる用量の EE
が、妊娠期間中の全身状態に影響を及ぼす可
能性があるかどうかは今後検討する必要があ
る。 

閾値探索の研究から明らかになったように、
新生児期の EE 投与は生殖内分泌機能に対す
る加齢性の変化を促進していることが伺える。
EE は ER への結合を起点として、標的とする
遺伝子の転写を調節しているものと考えられ
る。本研究では、脳の性分化、すなわち性成
熟後の性腺刺激ホルモン分泌パターンを決定
する時期に限定して EE を投与したことから、
性腺刺激ホルモン分泌を制御する GnRH を分
泌する視床下部における初発影響を検索した。
検索の対象には、EE と直接結合する ERα と
ERβ ならびに GnRH を上位から直接制御して
いる KP とその受容体である GPR54 を選択し
た。また、ARC におけるパルスの発生に関与
しているニューロキニン B およびその受容体、
ならびにダイノルフィンとその受容体も解析
対象に加え、これらをコードする遺伝子の発
現を定量解析した。その結果、最も顕著な変
化は、視床下部における Kiss1 遺伝子の発現
低下であった。Kiss1 は KP をコードする遺伝
子であるが、1 日齢における単回投与でも 24
時間後には視床下部の Kiss1 発現が低下し、
これには EE との結合により標的遺伝子の転
写を調節する ERa の発現低下を伴っていなか
ったことから、Kiss1 発現低下が初発影響の一
つであると考えられる。 
雌動物では KP は ARC と AVPV の両神経核

に局在するが、AVPV では春機発動が近くな
るまで発現が増加することはないと報告され
ている。本研究で行った in situ hybridization で
も 6 日齢の AVPV に Kiss1 は発現していない
ことが確認された。さらに ARC では EE 投与
群における発現細胞の減少が確認されたこと
から、EE 投与による Kiss1 の発現低下は ARC
に限定された変化であると考えられる。従っ
て、新生期 EE 投与による初発変化は ARC に
おける Kiss1 の発現低下と考えられる。 

Kiss1 の発現低下は、性周期の早期回帰停止
をもたらす用量では用量間で差の認められな
いレベルまで低下していたが、嚢胞状卵胞の
形成を促進させる用量以下では用量反応関係
が認められた。遅発影響に関する無影響量で
ある 0.016 µg/kg/day でも対照群との間に有意
差が認められ、無影響量は得られなかったが、
投与動物の体重を考慮すると、閾値は１日あ
たりフェムトモルレベルの経口摂取と推測さ
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れ、この時期は外来性エストロゲンに対して
極めて高い感受性を有していることが明らか
になった。 
反復投与後の視床下部では、用量に依存し

た ERαの発現低下も認められた。ERα は 6 日
齢でもARCおよびAVPVのいずれにおいても
発現している。しかし、in situ hybridization で
はいずれの神経核でも ERα の発現に投与の影
響は認められなかった。ERα の発現低下は視
床下部より上部の領域では認められなかった
ことから、部位は特定できなかったが、視床
下部に限定された変化であることは明らかで
ある。 

EEはERα遺伝子の転写を促進することが知
られているが、投与時間後の視床下部では
発現が低下していた。0.016 µg/kg/day の反復
投与でも低下傾向が認められているにもかか
わらず、1 日齢の 10 µg/kg 単回投与では対照
群あるいは 2 µg/kg 投与群と同等の発現量で
あったことから、ERα の発現低下は、反復投
与によりダウンレギュレーションが作動した
ものと推測された。 

KPの受容体であるGPR54あるいはEEが結
合するもう一つの受容体である ERβについて
は視床下部での発現に EE 投与の影響は認め
られなかった。一方、ARC でキスペプチンと
ともに GnRH パルス状分泌を促進する NKB
の受容体遺伝子Tacr3の発現がEE投与群で低
下の傾向を示し、パルス状分泌を抑制する
DYNの受容体遺伝子Oprk1の発現が増加の傾
向を示していた。Kiss1 にみられた顕著な発現
変化ではないが、Kndy ニューロンで作動する
３つの分子がいずれも GnRH パルスを抑制す
る方向に変化していと考えられる。GnRH パ
ルスの発生開始時期は明らかではないが、10
日齢前後に持続的に上昇する血中性腺刺激ホ
ルモン濃度に影響を及ぼす可能性は否定でき
ない。実際、本研究で EE 投与群の 10 日齢お
よび 23 日齢における卵胞に遅滞が認められ
た。LHR の発現も低下し、また、LH により
刺激されるステロイドホルモン合成系の酵素
遺伝子も発現が抑制されていた。これらの事
実を合わせると、EE はキスペプチンパルス発
生部位である弓状核 Kndy ニューロンに対し
て、まず GnRH パルスの発生に抑制的に作用
し、その結果性腺刺激ホルモン分泌が低下し、

幼若期の卵胞発育が遅滞し、平成 24 年度まで
の研究で報告したように、初回排卵が遅延す
るものと考えられる。
初回排卵を経て、0.4 µg/kg/day 群でも不正な

がら性周期を回帰している 12-13 週齢に視床
下部 ARC および AVPV における Kiss1 の発現
を調べると、0.08 µg/kg/day 群では対照群と同
様の発現であったが、0.4 µg/kg/day 群では
ARC における発現が増え、AVPV における発
現が低下していた。成熟動物で AVPV の KP
は卵巣からの性ステロイドによる正のフィー
ドバックを受け、ARC は負のフィードバック
を受けていることから、観察された変化は卵
巣からのフィードバックの減弱を示唆するも
のと考えられる。実際、この群では子宮重量
が低下し、血中エストロゲン濃度の低下が示
唆される。しかし、卵巣では、LHR およびス
テロイドホルモン合成系の遺伝子に発現増加
が認められている。これは、ステロイドホル
モンの合成促進よりむしろ卵巣組織の構成成
分が変化したことによるものと考えられる。
すなわち、この群の卵巣では既に 75％に嚢胞
状卵胞が観察されまた、黄体が減り、卵巣組
織に占める卵胞の割合が大きくなっている。
そのため、発育卵胞に発現する GDF-9、ある
いは顆粒層細胞に発現する inhibin-α も含めて
発現が増加したものと考えられる。 

0.4 あるいは 2 µg/kg/day の EE を反復投与し
て発情の回帰停止前に卵巣を摘出して 14 週
齢で頻回採血を行って LH パルスを調べた。
その結果、 0.4 µg/kg/day 群でパルスの
Amplitude が対照群と比べて有意に増大し、パ
ルス発生部位である ARC における Kiss1 の発
現と一致する結果となった。2 µg/kg/日群では
Amplitude は対照群と同様であったが、平均の
LH 濃度が低下の傾向を示していた。LH パル
スの変化に必ずしも EE の用量に応じた変化
が認められなかったのは、性周期の回帰停止
時期の違いによるものかもしれない。 
以上のように本研究では EE 投与直後から

新生期、幼若期、性周期回帰停止前と時期を
分けて、視床下部／下垂体／卵巣軸の変化を
検索した。性周期回帰停止は AVPV における
KP の放出停止による変化であるが、初発影響
は ARC における Kiss1 の発現低下であること
が明らかになった。エストロゲン N 活性に対
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して極めて感受性の高い Kiss1 の発現低下を
起点として、幼若期には卵胞発育を遅滞させ
て初回排卵の遅延が起こり、性周期の回帰が
始まると、既に報告されているように性腺刺
激ホルモンサージが低くなり、排卵を逃れた
卵胞が嚢胞状になって卵巣に残存していくも
のと考えられる。このように新生期 EE 投与
は、視床下部下垂体性腺軸の正常な発達をか
く乱することにより、遅発影響をもたらすが、
閾値が存在することが本研究より明らかにな
った。 
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図 2 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの離乳前（A）お

よび離乳後（B）の体重推移 
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図 3 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの 25 週齢までの

性周期 

 

 

 

Frequency of animals revolving estrus at 4 to 5-day intervals 

Frequency of animals revolving estrus at irregular intervals 

 
 

 

 

 

 

 

図 4 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの発情期あるい

は発情前期の割合 
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A. 視床下部 

 

B. 上部領域 

図 5 

1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した雌ラットの最終投与後 24

時間における視床下部（A）あるいはその上部領域(B)における ERαmRNA の GAPDH mRNA

に対する相対発現量（平均±標準誤差, (N)）。**P<0.01 
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図 6 

1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した雌ラット視床下部の最終投

与後 24 時間における mRNA(Kiss1 (A)、ER (B)、プロダイノルフィン（Pdyn ）（C）、その受

容体(κオピオイド受容体)をコードする Oprk1（D）、ニューロキニン B をコードする Tac２(E)

ならびにその受容体をコードする Tacr3 (F)の GAPDH mRNA に対する相対発現量（平均±標準

誤差, (N)）。**P<0.01 
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図 7 

1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した雌ラット視床下部の最終投 

与後 24 時間における GPR54 mRNA(A)および ER mRNA(B)の GAPDH mRNA に対する相対 

発現量（(N),平均±標準誤差）。 
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図 8 

1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した雌ラット視床下部の最終投

与後 24 時間における Kiss1 mRNA (A)および ER mRNA (B)の GAPDH mRNA に対する相対発

現量（平均±標準誤差, (N)）。**p<0.01 
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図 9 
1 日齢にエチニルエストラジオール(EE)を単回経口投与した雌ラット視床下部の投与後 24
時間における Kiss1 mRNA (A)および ERα mRNA (B)の GAPDH mRNA に対する相対発現量（平
均±標準誤差, (N)）。**P<0.01 
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A. ER mRNA 

 

B. Kiss1 mRNA 

 

図 10 

5日齢にエチニルエストラジオール(EE)を単回経口投与した雌ラット視床下部の投与後24時間に

おける Kiss1 mRNA (A)および ER mRNA (B)の GAPDH mRNA に対する相対発現量（平均±

標準誤差, (N)）。 

*または**P<0.05 または 0.01 
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図 11 

1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した 6 日齢雌ラットの AVPV 領

域における ER mRNA の発現  

コーン油を投与した対照群（A および C）ならびに 2 g/kg/day 投与群(B および D)の明視野（A

および B）および暗視野（C および D）像で、ER mRNA は赤色顆粒または赤色蛍光として認

められる。 

 

A. C. 

B.  D．  
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図 12 

1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した 6 日齢雌ラットの ARC 領 

域における ER mRNA の発現 

コーン油を投与した対照群（A）ならびに 2 g/kg/day 投与群(B)の暗視野像で、ER mRNA は

赤色蛍光として認められる。  

 

A. 

B.  
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図 13 

1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した 6 日齢雌ラットならびに 

10 日齢の Kiss1 ノックアウトラットの ARC 領域における Kiss1 mRNA の発現 

コーン油を投与した対照群（A）ならびに 2 g/kg/day 投与群(B)の暗視野像で、Kiss1 mRNA は

赤色蛍光として認められるが、ノックアウトラットの ARC 領域（C）に蛍光は認められない。 

 

 

A. 

B.  

C. 
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A.10 日齢                B.23 日齢 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 16 
1日齢から5日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した雌ラットの雌ラットの
10 日齢あるいは 23 日齢の卵巣で数えられた発育卵胞数（平均±標準誤差, N）。 
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A. 10 日齢                B. 23 日齢 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 17 
1日齢から5日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した雌ラットの雌ラットの
10 日齢（A）あるいは 23 日齢（B）の卵巣における卵胞発育関連遺伝子の発現（平均±標準
誤差, N）。*p<0.05 
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A.10 日齢                B.23 日齢 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 18 
1日齢から5日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した雌ラットの雌ラットの
10 日齢（A）あるいは 23 日齢（B）の卵巣におけるステロイドホルモン合成関連遺伝子の発
現（平均±標準誤差, N）。*または**p<0.05 または 0.01 
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図 20 
1 日齢から 5日間エチニルエストラジオール(EE)を反復経口投与した雌ラットの 23 日齢に
おける血清中エストロゲン濃度（平均±標準誤差, (N)） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 21 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 週齢の性周期 
 
 

 

 

 

図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性周期 
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図 24 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールの（EE）の反復経口投与を受けた雌ラット

の 13 週齢卵巣における卵胞発育関連遺伝子の発現（平均±標準誤差, (N)）。*p<0.05 
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A. LHR と β-actin の Western blotting 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 25 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

13 週齢卵巣における luteinizing hormone 受容体(LHR)タンパク質の発現 
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図 28 視床下部前腹側脳室周囲核(AVPV)における kiss1 遺伝子（青色顆粒）およびエストロゲン

受容体 (ER、赤色顆粒)の double-labeled in situ hybridization 

B は Kiss1 の陰性対照、C は ERの陽性対照 

A. 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 13 週齢雌

ラット 
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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’） 
Receptors     

Estrogen  receptor 
(ERα) 

NM 012689 プライマー F GAAAGGCGGGATACGAAAAGA 
  R TCTGACGCTTGTGCTTCAACA 
 プローブ  CGCCGAGGAGGGAG 

Estrogen β receptor 
(ERβ) 

NM 012754 プライマー F CCTGCCGACTTCGCAAGT 
  R CCACACCGTTCTCTCCTGGAT 
 プローブ  TTATGAAGTAGGAATGGTCAAGTG 

Luteinizing hormone 
receptor (LHR) 

NM 012978 プライマー F CCGTCAGGGTGTAGACAGAGAGT 
  R CGGTGCAGCTGGCTTCTT 
   CACTGGCAAACACAG 

Kisspeptin receptor  
(GPR54) 

Designed primers and probe for use on TaqMan system ( Rn00576940_m1)  

Opioid receptor, kappa 
1 (Oprk1)） Designed primers and probe for use on TaqMan system ( Rn01448892_m1) 

Tachykinin receptor 3 
(tacr3) Designed primers and probe for use on TaqMan system ( Rn00566955_m1) 

Steroidogenic factors 

Steroidogenic acute 
regulatory protein 
(StAR) 

NM 031558 プライマー F GGCATGGCCACACACTTTG 
  R AGTGGATGAAGCACCATGCA 
 プローブ  AGATGCCTGAGCAAAG 

Cholesterol side-chain 
cleavage enzyme 
(P450scc) 

J 05156 プライマー F TCCCAGCGGTTCATCGA 
  R GAAATAAGTCTGGAGGCATGTTGA 
 プローブ  CCGTCTACCAGATGTT 

Steroid 
17-hydroxylase 
(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-hydroxysteroid 
dehydrogenase 
(3β-HSD) 

L 17138 プライマー F AAGTATGCAATGTGCCACCATTT 
  R GCAAAAAGATGGCCGAGAA 
 プローブ  CATTGGCTGCCAGCAC 

 
 
 
 

Growth factors, hormones and neurotransmitters 

Growth differentiation 
factor (GDF)-9 

AF 099912 プライマー F AGCTCAAATGGGACAACTGGAT 
  R GGGACAGTCCCCTTTACAGTACCT 
 プローブ  CCCCGCACAGATAC 

Inhibin/activin βA 
M 37482 プライマー F CCCAGAGGTGCCTGCTATGT 
  R CATTGCTCCCTCTGGCTATCA 
 プローブ  CTTGGGCACTCACCCTCACAATAGTTGG 

Inhibin/activin βB 
NM 080771 プライマー F CCCTGGGCCGGTGAA 
  R CGTCATCAAAGTAGAGCATAGACATAGA 
 プローブ  TTGCTGCATCCCCACCAAGCTGAG 

Anti Mullerian Hormone Designed primers and probe for use on TaqMan system(Rn00563731_g1 
Kisspeptin (Kiss1) Designed primers and probe for use on TaqMan system ( Rn00710914_m1) 
Prodynorphin  
(Pdyn) Designed primers and probe for use on TaqMan system ( Rn00571351_m1) 

Neurokinin B 
(tac3) 

Designed primers and probe for use on TaqMan system ( Rn00569758_m1) 



101 

表 2 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの眼瞼開裂
日齢および体重（平均 ± 標準誤差） 

EE (g/kg/day)  0 a 0.0032 0.016 0.08 
N 7 8 8 8 

眼瞼開裂（日齢） 13.1 ± 0.3 13.5 ± 0.3 13.3 ± 0.3 13.3 ± 0.3 
体重（g） 34.0 ± 1.8 34.9 ± 2.6 35.2 ± 1.4 35.4 ± 1.8 
膣開口（日齢） 34.3 ± 0.7 33.6 ± 0.8 34.0 ± 0.6 33.4 ± 0.4 
体重（g） 149 ± 4.8 140 ± 5.0 142 ± 4.0 140 ± 3.2 
a corn oil 10 mL/kg/day 

 
 
 
表 3  1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの 27-28 週

齢における器官重量（平均±標準誤差） 
EE (μg/kg/day)  0 a 0.0032 0.016 0.08 

N 3 4 4 4 
体重 (g) 429 ± 18 404 ± 12 416 ± 21 379 ± 19 
下垂体 (mg) 22.9 ± 4.5 18.0 ± 1.8 17.8 ± 1.4 18.7 ± 0.8 
卵巣 (mg) 69.8 ± 4.0 84.3 ± 7.1 106 ± 7.0* 83.7 ± 9.6 
子宮（mg） 789 ± 69 464 ± 130 705 ± 42 678 ± 59 
肝臓 (g) 12.8 ± 1.4 11.5 ± 0.7 12.3 ± 1.2 11.5 ± 0.8 
副腎 (mg) 78.5 ± 9.1 70.7 ± 2.9 65.7 ± 4.6 74.1 ± 4.9 
a corn oil 10 mL/kg/day 
*p<0.05 
 
 
 
表 4  1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの 27-28 週

齢における排卵率および卵巣所見 
EE (g/kg/day)  0 a 0.0032 0.016 0.08 

排卵率 3/7 6/8 3/8 4/8 
嚢胞状卵胞保有率 2/7 2/8 2/8  6/8* 

黄体形成率 7/7 7/8 6/8 8/8 
a corn oil 10 mL/kg/day 
*p<0.05 
 
 
 
表 5 エチニルエストラジオールの幼若雌ラットを用いる子宮肥大試験成績(平均±標準誤差) 

EE（µg/kg/day）  0 a 0.0032 0.08 2 

N 5 4 5 5 

剖検時体重（g） 59.0 ± 0.4 58.8 ± 0.5 59.6 ± 1.3 57.0 ± 1.6 

卵巣重量（mg） 17.2 ± 0.5 14.4 ± 0.9 14.9 ± 0.8   12.7 ± 1.0** 

Blotted 子宮重量（mg） 29.4 ± 2.3 27.2 ± 2.7 24.3 ± 3.1   70.7 ± 4.7** 
a corn oil 10 mL/kg/day 
**p<0.01 
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表 6 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの 8-9 週齢
における性周期の型および 10 週齢からの交配成績 

EE (g/kg/day) 0a 0.08 
Number of animals determined 7 6 
Estrous cycle   

Regular cycle 6 5 
Irregular cycle 1 1 

Fertility   
Copulated  7 6 
Pregnant 7 6 

a corn oil 10 mL/kg/day 
 
 
 
 
表 7 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの妊娠 
     期間中における体重推移 （平均±標準誤差） 
EE (g/kg/day) 0a 0.08 
Number of animals determined 7 6 
Body weight (g)   

Gestational  day 0 289.6 ± 4.9 267.0 ± 6.4* 
day 7 334.1 ± 5.5 312.0 ± 5.1* 
day 14 369.7 ± 4.8 349.7 ± 4.7* 
day 20 457.0 ± 4.7 421.8 ± 6.3* 

Body weight gain (g)   
Gestational  day 0-7 44.6 ± 3.5 45.0 ± 3.0 

day 7-14 35.6 ± 2.6 37.7 ± 2.3 
day 14-20 87.3 ± 3.6  72.2 ± 2.3* 

a corn oil 10 mL/kg/day 
＊p<0.05 
 
 
 
 
表 8 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの帝王切開所見 
EE (g/kg/day) 0a 0.08 
Number of dams examined 7 6 
Number of corpus luteum 15.0 ± 0.6 13.8 ± 0.6 
Number of implantation sites 14.7 ± 0.7 12.7 ± 2.0 
Implantation index (%) 98.0 ± 1.9 92.0 ± 5.2 
Pre-implantation loss   0.3 ± 0.3  1.2 ± 0.7 
Number of live fetuses 13.4 ± 2.2 11.7 ± 1.8 
Survival rate (%) 92.8 ± 6.7  92.9 ± 10.1 
Post-implantation loss   1.3 ± 1.2  1.0 ± 1.4 

Placental remnant   1.0 ± 0.3  1.0 ± 1.4 
Dead fetus  0.3 ± 0.5  0  
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表 9 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの妊娠末期 
   胎児所見 
EE (g/kg/day) 0a 0.08 
Number of dams examined 7 6 
Number of males  6.4 ± 1.5  5.7 ± 1.4 
Number of females  7.0 ± 1.8  6.0 ± 1.5 
Sex ratio (male %) 52.1 ± 3.5 51.4 ± 4.0 
Feral body weight (g)  3.6 ± 0.1   3.9 ± 0.1* 
External abnormality (edema) 0 1 
Skeletal anomalies 0 0 
Skeletal variations 2 2 

Absence of the 13th rib 0 1 
Short 13th rib 1 0 
Lumbar rib  1 
Variation in number of lumbar 
vertebrae 1 0 

Frequency of fetuses with osscified bones (%)  
Right forelimb phalanx (V)  19.4 ± 7.6  48.8 ± 7.8* 
Left forelimb phalanx (V) 17.4 ± 6.4 39.8 ± 8.8 
Starnebra (II)  98.9 ± 1.0      100  ± 0 
Starnebra (III)  98.9 ± 1.0      100  ± 0 
Starnebra (IV) 96.7 ± 3.1 98.5 ± 1.4 
Starnebra (V) 41.1 ± 13.0 76.8 ± 6.5 
Starnebra (VI) 24.8 ± 11.0 57.2 ± 11.3 

Number of osscified caudal and 
sacral vertebrae 7.69 ± 0.24  8.37 ± 0.09* 
a corn oil 10 mL/kg/day 
＊p<0.05 
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表 10 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの 
   眼瞼開裂日齢（平均±標準偏差） 
 

EE (g/kg/day)  0 a 0.4 2 

N 9 10 11 

眼瞼開裂（日齢） 13.6 ± 0.5 13.5 ± 0.9 13.4 ± 0.7 

 
 
 
 
 
 
表 11 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの 
   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 
 
 
 
 
 
表 12 1 日齢から 5 日間エチニルエストラジオールを反復経口投与した雌ラットの 
   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） 

EE (μg/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 

 
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 
 
 
 
 
 
 
 
 


