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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。平成 25 年から 27 年の 3 年間において遅発
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と卵細胞制御遺伝子発現に対
する影響について解析した。出生後 24 時間以内の雌ラットに EE を単回皮下投与するモデルを
使用した。 
Ⅰ．90 日齢において、発情前期 (午前および午後)、発情期、休止期の各発情周期ステージでサ
ンプルを採取し、各ステージにおける血中生殖関連ホルモン濃度の測定と、脳における生殖関連
遺伝子の発現解析を行った。 EE 投与群では対照群に比べて EE 投与量に応じたサージピーク値
の低下がみられた。脳においては、LH サージに関与する前腹側脳室周囲核(AVPV/POA)のキス
ペプチンの mRNA 発現量が EE 投与群で投与量に応じて低下していた。性腺刺激ホルモン放出
ホルモン(GnRH)ニューロンおよび下垂体での LH mRNA 発現は対照群と EE 投与群で違いは 
みられなかった。EE の新生期曝露により、発情周期の乱れといった遅発性影響がみられる以前
より、LH サージの低下および LH サージの誘起に関連するキスペプチンの遺伝子発現量の低下
が確認されたことから、曝露後に脳内に移行したEEがキスペプチンの発現に直接関与する事が、
遅発性影響に関与している可能性が示唆された。  
Ⅱ．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。
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 TUNEL 染色で比較した結果、生後 1 日の卵巣で EE 処置群で対照群
より染色性が減弱していた。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
ら卵巣を採取して培養し、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て卵細胞
の Hrk の発現抑制を介しアポトーシスを抑制し、原始卵胞の形成を障害したものと考えられた。 

 
Ⅰ．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 

Ⅰ-Ａ．研究目的 
 内分泌かく乱物質 EDCs は人工合成あるい
は天然の多様な化学物質を含んでおり、その
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ほとんどがエストロゲン作用を示す(1)。エス
トロゲンは胎子期の発育過程で多様な器官の
細胞機能を調節する。これらの化学物質がエ
ストロゲン様作用を示すことから、これらの
物質による感受期の曝露は胎子および新生子
の発育を傷害し、生殖機能の内分泌および神
経機構に重要な影響を与えることが知られて
いる(4)。齧歯類では脳の性分化が胎子期末期
から新生子期初期にかけて起こることが知ら
れている(5)。雄では精巣で作られたアンドロ
ゲンが血液脳関門を通過し、脳内の芳香化酵
素によってエストラジオールに変換される(6)。
雄ではこのエストラジオールが脳の正常な性
分化に必要不可欠である。雌では発育中の卵
巣からエストラジオールが分泌されるものの、
末梢血液中で α-fetoprotein と結合し、血液脳
関門を通過できない。(7)。しかしながら人工
のエストロゲン様化学物質は α-fetoprotein と
結合しない。したがって、人工エストロゲン
様化学物質が周生期に体内に入れば雌では正
常な脳の性分化が影響される可能性が危惧さ
れる。近年キスペプチンが、視床下部・下垂
体・性腺軸を刺激して、春機発動を誘起し、
発情周期を調節していることが明らかとなっ
てきた(8)。キスペプチンは主に視床下部の二
つの核で発現している。前腹側脳室周囲核
(AVPV) と弓状核(ARC)である(9)。AVPV にお
けるキスペプチンニューロンの数は性的二型
を示し、雄より雌の方が多いが、ARC ではそ
のような性差が見られない(10)。雌マウスで
AVPV のキスペプチンニューロン数は生後増
加し、春機発動期に成体のレベルに達する(11)。
キスペプチンニューロン数の増加が卵巣から
のエストラジオールによって調節されている。
キスペプチンニューロンはエストロゲン受容
体 α(ERα)を発現している。実際、キスペプチ
ンニューロンが ERα を発現しないようにした
動物では春機発動に至らず、正常な発情周期
を示さない(12)。キスペプチンは G タンパク
共役受容体 GPR54 を介して作用する(8)。この
受容体は視索前野(POA)と弓状核(ARC)に存
在する GnRH ニューロンに発現している
(8,13)。POA においてキスペプチンが受容体に
結合して GnRH サージを誘起した結果、LH
サージを生じる(14)。一方、ARC の受容体に
結合したキスペプチンは GnRH と LH のパル

ス状分泌に関わっている(13,15)。EDCs がキス
ペプチンニューロンに影響して生殖機能障害
を起こしているとする報告がある(16,17)。し
かしながら EDCs がキスペプチンニューロン
に作用するかどうかは不明な部分が多い。過
去の研究からEE (20 μg/kg)を生後 24時間以内
に 1 回投与すると生後 171-190 日に異常発情
周期を示すことが明らかにされている。新生
子期の EE 投与によるキスペプチンニューロ
ンに与える変化を明らかにするために、まだ
発情周期が乱れていない 90 日齢において、生
殖ホルモンの変化、AVPV/POA と ARC におけ
る遺伝子発現の変化を解析した。 
 
Ⅰ-B．材料と方法 
実験動物 
 成熟Wister-Imamichiラットを、14時間明期、
10 時間暗期の照明条件下(明期 5 時から 19 時)、
室温 25 ± 2 °C 、湿度 50 ± 10 %で飼育した。
餌 に は MR-Breeder (Nosan Corporation, 
Yokohama, Japan) を用い、飲水とともに自由
摂取とした。実験は東京農工大学動物実験委
員会の承認のもと行った。 
実験計画 
 Fig. Ⅰ-1 に実験計画の概要を示した。新生
子を各母親あたり９頭（雌 6 頭、雄 3 頭）に
し、雌子ラットに以下の処置を施した。 
1) ゴマ油投与群 (対照群)。 
2) EE を 20 μg/kg 投与群。 
3) EE を 200 μg/kg 投与群。 
出生後 24 時間以内に背部皮下に投与した（各
処置群 16 頭）。 
膣が開口した後、毎日膣スメアを観察し、90
日齢まで記録した。その後、発情休止期 2 日
の 11 時(D)、発情前期の 11 時(PE11)と 17 時
(PE17)、発情期の 11 時(E)に安楽殺し、血液と
脳を採取した（各採取時点 4 例ずつ）。血液は
遠心して(3000 rpm、15 分、4 °C)血清を分離し
て、-20 °C でホルモンの測定まで保存した。
脳の AVPV/POA と ARC、下垂体前葉を採取し、
液体窒素で凍結後、-80 °C で RNA の抽出まで
保存した。AVPV/POA と ARC を採取するた
めに、ラットの脳地図(Paxinos and Watson atlas 
(21))を参照して、brain punch set (inner diameter 
of 1.0mm; Stoeling Corporation., IL, USA (20))
を用いて脳のスライスから切り出した。 
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ホルモン測定 
 血清中の LH、follicle stimulating hormone 
(FSH)、プロラクチン濃度をそれぞれのラジオ
イムノアッセイキットを用いて測定した(NIH, 
Bethesda, MD)。ヨード化ホルモンには rat 
LH-I-7、rat FSH-I-7、PRL-I-6 を使用し、 第一
抗体には anti-rat LH-S-10、anti-rat FSH-S-11、
PRL-S-9 をそれぞれ用いた。測定値はそれぞ
れ NIDDK rat LH-RP-3、 rat FSH-RP-2、 rat 
PRL-RP3 で表した。アッセイ内変動とアッセ
イ間変動はそれぞれ、2.7 % と 22.08 %(LH)、
7.1 %と 22.75 % (FSH)、2.46 %と 22.20 %(プロ
ラクチン)であった。 
 インヒビンは  (ir-) inhibin として rabbit 
antiserum against bovine inhibin (TNDH-1) と
125I-labeled 32-kDa bovine inhibin を用いて測
定した。 測定値は 32-kDa bovine inhibin とし
て表示した。アッセイ内変動とアッセイ間変
動は 4.77 %と 10.30 %であった。 
 エストラジオールとテストステロンは、
125I で標識したステロイドを用い、２抗体法
で測定した。エストラジオールの抗体には
GDN #244 をテストステロンの抗体には GDN 
#250 を用いた。両抗体ともに Dr. G.D. 
Niswender (Animal 
17 Reproduction and Biotechnology, Colorado 
State University, Fort Collins, CO, USA)より供
与していただいた。アッセイ内変動とアッセ
イ間変動は、エストラジオール で 5.47 %と
18.40 %、テストステロンで 2.89 %と 21.28%
であった。 
定量的 real-time PCR 
 総 RNA を ISOGEN (Nippon Gene, Tokyo, 
Japan)を用いて抽出した。相補的 DNA (cDNA) 
を PrimeScript reverse transcriptase (TaKaRa bio, 
Shiga, Japan) を用いて作製した。 
 Oligonucleotide primers は web-based Primer3 
software を用いて作製した。 
（Table 1）全ての PCR は SYBR Premix Ex Taq 
II (TaKaRa Bio) を用いて行い、それぞれの
mRNA 値は GAPDH mRNA あるいは β―Actin 
mRNA に対する相対値として 2- CT method
を用いて算出した。 
統計解析 
データは平均値± SEM で表し、分散分析後、
他群間の有意差の解析には Graph Pad Prism5)

を用いた。有意さの水準として p <0.05 を用
いた。 
 
Ⅰ-C．結果 
繁殖の指標に対する新生子期 EE 投与の影響 
 Fig. Ⅰ-2a に体重の変化を示した。全ての実
験群が正常な発育を示した。群間に差が認め
られなかった。 
 春機発動期を示す膣の開口日齢を Fig. Ⅰ
-2b に示した。群間に差が認められなかった。 
 90日齢における正常発情周期を示す動物の
割合を Fig. Ⅰ-2c に示した。最低 4 日間同様
の膣スメア像を示した場合を異常とした。90
日齢で群間に差が認められなかった。 
90 日齢における発情周期中におけるホルモン
変化に対する新生子期 EE 投与の影響 
 LH、FSH、inhibin、prolactin、estradiol、と
testosterone の変化を Fig. Ⅰ-3 に示した。LH
サージが PE17 認められ、ピーク値の減少が
投与された EE の用量に応じて見られた。他
のホルモンでは、群間に差が見られなかった。 
90 日齢における視床下部の遺伝子発現に対す
る影響 
 AVPV/POA と ARC の kisspeptin (Kiss1)、
GPR54、ERα、GnRH precursor 
(GNRH1)のmRNA発現量を real-time PCRで測
定した。AVPV/POA では Kiss1 mRNA が PE17 
に EE 投与群で用量依存的に減少した(Fig. Ⅰ
-4a)。その他の GPR54、ERα、GNRH1 mRNA
発現量には有意差が見られなかった(Fig. Ⅰ
-4b-d)。ARC では ERα mRNA 発現量が PE17
に EE 処置群で対照群に比べ増加した (Fig. 
Ⅰ-5c)。その他の Kiss1、GPR54、GNRH1 mRNA
の発現量には差が見られなかった (Fig. Ⅰ
-5a,b,d)。 
90 日齢における下垂体の遺伝子発現に対する
影響 
 下垂体における LHβ 鎖(LHb)、FSHβ 鎖
(FSHb)、prolactin (PRL)、GnRH receptor 
(GNRHR) mRNA の発現量を real-time PCR で
測定した結果を Fig. 6 に示した。LHb mRNA
が D と PE17 に EE を 200 μg/kg 投与した群で
有意に減少していた (Fig. 6a)。他の遺伝子発
現には差が見られなかった (Fig. 6b-d) 
 
Ⅰ-D. 考察 
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 本研究で、周生期に EDCs に曝露されると
脳の発達が影響を受け、HPG 軸の性分化が影
響を受けることが明らかになり、性成熟後に
遅れて起きる生殖機能障害の原因である可能
性が示唆された。新生子期の EE 曝露で、180
日齢には発情周期の異常を示す動物たちが、
生後 90 日齢には LH サージが小さくなってい
た と 考 え ら れ た 。 こ れ ら の 動 物 で は
AVPV/POA における kisspeptin mRNA の発現
が減少していた。AVPV/POA の kisspeptin 
mRNA 発現量が雌より低い雄では LH サージ
が起こらない(10,23)。新生子期の EE 曝露が、
脳の性分化時期にAVPV/POAの不完全な雄性
化を引き起こした結果、kisspeptin mRNA 発現
量を低下させ、90 日齢で LH サージの縮小を
起こしたのであろう。 
 エストロゲンがキスペプチンニューロンの
kiss1 mRNA の発現を調節する(8)。 
エストロゲン受容体には ERα と ERβ2 の種類
が有る(24)。ERα mRNA は子宮、乳腺、精巣、
下垂体、肝臓、腎臓などに多く発現している。
一方ERβ mRNAは卵巣と前立腺に多く発現し
ている(25)。キスペプチンニューロンは ERα
を発現しており雄より雌に多い(26-28)。ERα
ノックアウトマウスを卵巣除去し、エストロ
ゲンを投与すると、キスペプチンニューロン
の Kiss1 mRNA の発現は増加しない(29)。ERα
が Kiss1 の発現を調節する主体である(30)。今
回に実験結果は、対照群と EE 曝露群で
AVPV/POA と ARC の ERα 発現量に差がない
ことを示している。さらに EE 投与群で血中
エストロゲンレベルに変化が見られなかった。
EE 曝露群で見られた AVPV/POA での Kiss1
発現量の低下の原因は、エストロゲン受容体
以降で起こっているのかもしれない。 
 LHサージの低下がKiss1 mRNAの低下とと
もに見られた。  AVPV/POA と  ARC では
GnRH と GPR54 の mRNA 発現量に有意な変
化が見られなかった。GnRH ニューロン自身
は EE 曝露によって影響を受けないのかもし
れない。GnRH サージは AVPV/POA から起こ
り、下垂体のゴナドトロフを刺激して LH サ
ージを起こす。このサージは ARC におけるパ
ルスの生成と異なり、LH の転写が伴わない。
LHβ と GnRHr mRNA の発現量には変化がな
かったのはそのためであろう。したがって LH

サージの縮小は、EE 曝露動物において
AVPV/POA における Kiss1 mRNA 発現量の低
下が直接関わっていると考えられる。 
持続性発情期を示す老齢ラットでやはり LH
サージの縮小が見られ、c-fos を発現している
キスペプチンニューロンの割合が AVPV で減
少していたが、 Kiss1 mRNA の発現レベルや
キスペプチンニューロンの数は若い雌ラット
と違いが認められなかったと報告されている
(31-34)。 新生子期の EE 曝露がキスペプチン
ニューロンの数の増加を抑制したのかもしれ
ない。 
 
Ⅰ-E. 結論 
 新生子期の EE 投与によるキスペプチンニ
ューロンに与える変化を明らかにするために、
まだ発情周期が乱れていない 90 日齢におい
て、生殖ホルモンの変化、AVPV/POA と ARC
における遺伝子発現の変化を解析した。その
結果、新生子期の EE 曝露が LH サージのピー
ク値を抑制し、AVPV/POA におけるキスペプ
チンの遺伝子発現を低下させることを見いだ
した。 
 
Ⅱ. 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 
Ⅱ-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
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能性がある (Kavlock et al., 1996; Safe, 2000; 
Hotchkiss et al., 2008Casals-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
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。 
 
Ⅱ-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 200μg/kg 投与群、3）2000μg/kg 投
与群。出生後 24 時間以内に頚部皮下に投与し
た。200μg/kg を投与したラットの卵巣を PND1、
PND3、PND7、PND14、PND21 に採取した。
2000μg/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: 10ng/ml and high dose: 
100ng/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
6μm 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。
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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。
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。  
定量的 RT-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。 
 
Ⅱ-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。TableⅡ-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.Ⅱ-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. Ⅱ-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. Ⅱ-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. Ⅱ-4B). 
EE 曝露卵巣におけるアポトーシスを示す卵細胞
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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. Ⅱ-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、10 nM 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. 
Ⅱ-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。 
 
Ⅱ-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、
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
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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。 
 
Ⅱ-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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Fig. Ⅰ-1 
Schematic representation of experimental protocol. PND, postnatal day. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. Ⅰ-2 
Effect of neonatal EE exposure on body weight and reproductive parameters. (a) Body weight from 
PND3 to PND10 and from PND70 to PND90. PND, postnatal day. (b) Age at vaginal opening. (c) 
Percent of time spent in each cycle day during PND75-90. Rats were neonatally treated with sesame oil 
and with two concentrations of EE (20 μg/kg, 2000 μg/kg). Estrous stage was determined by vaginal 
cytology. Data are presented as the mean ± SEM. 
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Fig. Ⅰ-3 
Changes in serum level of LH (a), FSH (b), prolactin (c), estradiol-17β (d), testosterone (e) and inhibin 
(f) in neonatal EE treated rats. Bloods were collected at PND90 from animals treated with sesame oil 
and with two concentrations of EE (20 μg/kg and 200 μg/kg). Hormone level was measured by RIA. 
Each point represents mean±SEM. Asterisk indicates a significant difference compared to the control 
(p<0.05). D, Diestrous PE11, Proestrous at 11hr00 PE17, Proestrous at 17hr00 E, Estrous. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. Ⅰ-4 
Changes in Kiss1 (a), GPR54 (b), ERα (c) and GNRH1 (d) mRNA expression in AVPV/POA. Samples 
were collected at PND90 from animals treated with sesame oil and with two concentrations of EE (20 
μg/kg and 200 μg/kg). mRNA expression level was analyzed by real-time PCR. Each point represents 
mean±SEM. Asterisk indicates a significant difference compared to the control (p<0.05). D, Diestrous 
PE11, Proestrous at 11hr00 PE17, Proestrous at 17hr00 E, Estrous. 
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Fig. Ⅰ-5 
Changes in Kiss1 (a), GPR54 (b), ERα (c) and GNRH1 (d) mRNA expression in ARC. Samples were 
collected at PND90 from animals treated with sesame oil and with two concentrations of EE (20 μg/kg 
and 200 μg/kg). mRNA expression level was analyzed by real-time PCR. Each point represents 
mean±SEM. Asterisk indicates a significant difference compared to the control (p<0.05). D, Diestrous 
PE11, Proestrous at 11hr00 PE17, Proestrous at 17hr00 E, Estrous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. Ⅰ-6 
Changes in LHb (a), FSHb (b), prolactin (c) and GNRHR (d) mRNA expression in pituitary. Samples 
were collected at PND90 from animals treated with sesame oil and with two concentrations of EE (20 
μg/kg and 200 μg/kg). mRNA expression level was analyzed by real-time PCR. Each point represents 
mean±SEM. Asterisk indicates a significant difference compared to the control (p<0.05). D, Diestrous 
PE11, Proestrous at 11hr00 PE17, Proestrous at 17hr00 E, Estrous. 
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Table Ⅱ-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 

 

 

 

TableⅡ-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. Ⅱ-1. in vivo および in vitro の実験計画。PND, postnatal day：生後日齢。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. Ⅱ-2. (A) 生後 8 日のラット卵巣の組織象。(B) 生後 8 日のラット卵巣における種々の卵胞

の総数。それぞれの卵胞は（Ａ）の写真に示してある。 
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Fig. Ⅱ-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. Ⅱ-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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