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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。具体的にはエストロゲン様物質で
ある 17α-ethynyl estradiol（EE）を生後 24 時間以内あるいは生後 28 日間、ならびに Triphenyl 
phosphate（TPhP）を生後 28 日間曝露し、各種神経行動学的解析を行った。その結果、雌ラット
への生後 24 時間以内の EE 曝露は、縄張り行動試験においては高濃度の 2 mg/kg EE 曝露量で影
響を及ぼすこと、受動回避学習試験では、エストロゲン存在下でのみ遅発影響誘発量である 20 
µg/kg EE 曝露により学習成績が低下する一方、高濃度 EE 曝露では影響を及ぼさないことが示さ
れた。また、成熟雌の海馬において EE 曝露によりエストロゲン受容体（ER）α 発現はエストロ
ゲン存在下でのみ低下する一方、ERβ 発現はエストロゲン非存在下でのみ低下し、大脳皮質で
は EE 曝露によりエストロゲン非存在下でのみ ERα 発現が低下した。幼若期の海馬では EE 曝露
による ERα・ERβ 発現が低下した。また、28 日間の 15 μg/kg EE 曝露は卵巣の発達を抑制し、成
熟後の性行動中の雌特異的な性行動を抑制することを明らかにした。さらに、TPhP は、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示した。加えて、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
明らかとした。 

 
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
作用と活性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、活性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作用が引き起こされる
神経機構に対し、発達後に活性作用が認めら
れる。エストロゲンが形成作用を及ぼす神経
機構は、生殖、摂食、情動、学習と多岐にわ
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、生後 24 時
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間以内の 17α-ethynyl estradiol（EE）投与では、
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（7）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。一方、無処置 6～8 週齢にお
ける受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。 
 そこで本研究では、今まで生後 24 時間以内
の EE 皮下投与により確立した実験系を発展
させ、卵巣へのエストロゲン様物質曝露の影
響を排除するために卵巣摘出（OVX）してエ
ストロゲン量をコントロールしたラットを用
い、受動回避学習試験、学習行動調節機構の
一部である海馬および大脳皮質におけるエス
トロゲン受容体（ER）α・β 発現、縄張り行動
試験、床敷きのみを刺激とした性選好性試験、
雄ラットとの性行動試験および雌ラットとの
性行動試験を、生後 24 時間以内の EE 曝露〔実
験 1-1〕、あるいは生後 1 日から 28 日間の EE
曝露〔実験 2〕で検討した。さらに、実際に
ハウスダストなど環境中に存在する難燃剤の
一つで in vitroでエストロゲン様作用を示して
いる triphenyl phosphate（TPhP）（8）の生後 1
日からの 28 日間曝露の影響〔実験 2〕につい
ても検討した。 
 加えて本研究では早期指標の確立をめざし、
生後 24 時間以内に EE を皮下投与し、幼若期
の海馬および大脳皮質の ERα・ERβ 発現が成
熟期と同様に変化しているか否か検討した
〔実験 1-2〕。また、行動学的早期指標の確立
を目指し、幼若期の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〔実験 3〕。 

 
Ｂ．研究方法  
〔実験 1：生後 24 時間以内単回 EE 曝露試験〕 
 生後 24 時間以内の Wistar-Imamichi 系雌ラ
ットに Sesame oil に溶解した 17α- 
ethynylestradiol（EE、Sigma Aldrich、USA）20 
µg/kg（low EE）、2 mg/kg（high EE）、陽性対
照として 17β-estradiol（E2、Sigma Aldrich, 
USA）20 mg/kg、あるいは Sesame oil（oil）を
各々皮下投与した。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(9)。これらの動物は、一腹あたり
8 匹ずつになるよう調整し、生後 21 日齢で離
乳させた。 
〔実験 1-1：成熟期への影響〕 
 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）を行い、以下の実
験に供した。 
＜縄張り行動試験＞OVX し EB 5 µg/0.1 ml

および P 500 µg/0.1 ml を投与して発情誘起し
た 14～15 週齢雌ラットを用いた。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 チャンバーケージを実験に用い（図 3）、
試験前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、相手雄あるいは
相手発情雌近傍でテストラットが排出した尿
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 ImageJ にて解析した。相手雌
雄ラットは同週齢の Wistar-Imamichi 系ラット
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 を投与して発情誘起
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 estradiol benzoate
（EB）投与した 16～17 週齢雌ラットを用い、
受動回避学習試験装置（実験箱 PAA-3001、
コントロール装置 PA-2010 A、小原医科産
業株式会社、図 4）にて嫌悪刺激の 24 時間後
における学習成績について検討した。 
＜ERα・ERβ 発現量測定＞OVX あるいは

OVXしてサンプリング24時間前にEB投与し
た 14～19 週齢雌ラットの海馬と大脳皮質に
おける ERα および ERβ 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、Anti-ERβ 1：2000、Abcam、
GAPDH 1:5000、Santa Cruz Biotechnology）、二
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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。 
〔実験 1-2：幼若期への影響〕 
＜ERα・ERβ 発現量測定＞早期指標の確立

をめざし、2 週齢雌ラットの海馬および大脳
皮質をサンプリングし、〔実験 1-1〕＜ERα・
ERβ 発現量測定＞と同様に ERα および ERβ
タンパク質発現量を Western blot 法にて検討
した。 
〔実験 2： 生後 28 日間 EE・TPhP 曝露試験〕 
 Wistar-Imamichi 系雌ラットに対して、
Sesame oil、Sesame oil に溶解した EE あるいは
TPhP（和光純薬工業株式会社）を生後 24 時
間以内から 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。8 週齢時に 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、発情誘起を行った。 
＜床敷きを刺激とした性選好性試験＞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
の接近行動時間を測定した。 
＜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。 
＜雌ラットとの性行動試験＞雄ラットとの

性行動試験終了から 1 週間後、再び試験雌ラ
ットへ発情誘起処置を行い、雄ラットとの性
行動試験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。 
〔実験 3：母子分離誘発蹄鳴反応試験におけ
る性差の検出〕 
＜母子分離誘発啼鳴反応試験＞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（図 5）。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  
〔実験 1：生後 24 時間以内単回 EE 曝露試験〕 
〔実験 1-1：成熟期への影響〕 
 縄張り行動試験において、E2 曝露で雄近傍
での排尿面積が有意に増加した（図 6）。また、
2 mg/kg EE 曝露でも増加傾向が表れた。 
 受動回避学習試験においては、実験 24 時間
前に EB を投与した条件下では、20 µg/kg EE
曝露で学習が低下傾向を示した（図 7）。しか
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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（図 8）。 
 海馬では、実験 24 時間前の EB 投与をした
場合に、生後 24 時間以内の EE 曝露で ERα 発
現量が減少した（図 9）。しかし、実験 24 時
間前 EB 投与をしなかった場合は生後 24 時間
以内の EE 曝露の影響は認められなかった（図
9）。一方、ERβ 発現量は実験 24 時間前 EB 投
与をしなかった場合にのみ EE 曝露により減
少し、EB 投与した場合は E2 曝露でのみ減少
した（図 10）。大脳皮質では、実験 24 時間前
EB 投与をした場合の群間の差は検出されな
かったが（図 11）、実験 24 時間前 EB 投与を
しなかった場合は生後 24 時間以内の EE 曝露
で ERα 発現量が減少した（図 11）。しかし ERβ
発現量には EE あるいは E2 曝露の影響は表れ
なかった（図 12）。 
〔実験 1-2：幼若期への影響〕 
 2 週齢において、海馬では、生後 24 時間以
内の EE 曝露で ERα および ERβ 発現量が減少
した（図 13、14）。一方、大脳皮質では、ERα
発現量における群間の差は検出されなかった
が（図 13）、ERβ 発現量は高濃度 EE 曝露によ
り増加した（図 14）。 
〔実験 2： 生後 28 日間 EE・TPhP 曝露試験〕 
 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、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（図 15）。
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
15）。 
 雄ラットとの性行動試験では、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、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（図 16A）。また、試験雌ラ
ットの Lordosis 商に群間で差が認められ、
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（図 16B）。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、
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

（図 16C）。さらに Hopping 発現回数に群間で
差が認められ、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（図 16D）。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 16D）。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（図
16E）。 
 雌ラットとの性行動試験では、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（図 17A）。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（図
17C, 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（図
17B）。 
〔実験 3：母子分離誘発蹄鳴反応試験におけ
る性差の検出〕 
 0 週齢 WI 雌ラットにおいて、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 
 前プロジェクトで報告した生後 24 時間以
内の EE 曝露において、生殖行動試験である
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、エストロゲン存在

下で遅発影響誘発量曝露群における学習能力
が低下傾向を示した。本実験では、受動回避
学習試験と同じエストロゲン存在下で主要な
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
ことを示している。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
現量低下を反映している可能性がある。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遅発影響誘発
量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
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が海馬の ERα 発現量変化に起因している可能
性も示した。また、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。 
 生後 24 時間の EE 曝露により、ERα 発現量
は、海馬ではエストロゲン存在下で、大脳皮
質ではエストロゲン非存在下で減少した。一
方 ERβ 発現量は、海馬ではエストロゲン非存
在下で減少し、大脳皮質ではいずれの条件で
も変化が認められなかった。さらに幼若期で
認められた変化は必ずしも成熟期の変化と同
様なものではなかった。従って、ER 発現への
生後 24 時間以内の EDs 曝露の影響は脳領域、
時期およびサブタイプにより異なり、さらに
エストロゲンの機能的作用も部位特異的に変
化させる可能性が示された。 
 生後 28 日間 EE を経口投与した成熟ラット
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。この EE 曝露濃
度の一日当たりの投与量は、前プロジェクト
では性選好性試験や性行動試験に影響を及ぼ
さなかった生後24時間以内の20 µg/kg皮下投
与より少なく、体内吸収も少ない経口投与で
あるが、反復して曝露することにより脳を雄
型化する可能性が示唆された。 
 一方、生後 28 日間の TPhP 経口投与は、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。雄との性行動試験
においては、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 
 受動回避学習試験において、EE の遅発影響
誘発量曝露による学習能力の低下がエストロ
ゲン存在下で表れ、作用機序として海馬の
ERα 発現量と関連する可能性が示された。ま
た、ER 発現へのエストロゲン様物質曝露の影
響は、部位、時期およびサブタイプ特異的で
あることが改めて示された。 
 生後 28 日間の EE 連続経口投与は、生後 24
時間以内の皮下投与と比べると低い濃度でも
脳の正常な性分化に影響を与え、成熟後の雌
特異的な性行動を抑制する可能性が示された。
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。 
 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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