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研究要旨 
 本研究期間にエストロゲン類の新生児期曝露により誘発される生殖内分泌機能の遅発影響の
発現機序には視床下部キスペプチンニューロンの部位特異的な変化が必須の役割を果たしてい
ることが明らかとなった。また遅発影響の発現には投与用量と投与時期ともに閾値が存在してい
ることが明らかとなった。研究成果の主な内容を以下に記載する。 
1. エストロゲンおよび抗エストロゲン作用物質の新生児期曝露ラットでは、発達期から持続す
る性周期中枢である視床下部前方AVPVのみでキスペプチン低下、性周期を回帰するYoung adult
時期の LH サージ時の LH 低下が認められ、その後性周期異常の発現時期早期化が観察された。
すなわち遅発影響の発現機序は、曝露後速やかに生ずる性周期中枢である視床下部前方 AVPV
のキスペプチン低下が重要な引き金であり、この低下が性成熟後 LH サージ低下という性腺軸の
持続的変調を誘導した結果、遅発影響の長期エンドポイントの性周期異常の発現早期化として顕
在化することが明らかとなった。  
2. 卵胞発育中枢である視床下部後方 ARC のキスペプチンの役割は AVPVとは異なり持続的な
低下は認められなかった。さらなる検討が必要であるが、AVPV が未発達時期の曝露直後に視床
下部キスペプチン低下や卵巣の卵胞発育関連遺伝子の変化が観察されたことから、ARC が曝露
直後に視床下部・下垂体・性腺軸の正常を曝露直後に妨げていることが遅発影響に関連している
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可能性も示唆された。 
3. 遅発影響の無影響量は経口投与で 0.016μg/kg/day x 5days であった。先行研究成果での単回皮
下投与 0.02μg/kg/day とほぼ同様である。また投与時期による遅発影響の閾値は約 10 日齢であっ
た。したがって先行研究と併せ、遅発影響の投与量と投与時期には閾値が存在することが明ら
かとなつた。 
4. エストロゲン類の新生児期曝露の遅発影響は内側視索前野(POA)の Calbidin D-28k (CB)陽性
細胞の雌雄差や行動神経内分泌系などその他の中枢系へも及んでいると考えられた。また卵巣へ
は投与直後からの直接影響も考えられた。 
5. 遅発影響の発現機序を示す adverse outcome pathway (AOP)を構築した。また既存の毒性試験
ガイドラインでは検出できない可能性の高い遅発影響は、既存の OECD 繁殖毒性試験テストガ
イドラインに性周期長期観察用の試験群を追加設置等の改善を行うことにより検出可能である
と結論した。 

A. 研究目的 
生理活性物質が成育の適切な時期に限定し

て作用する臨界期は、化学物質に対しても著
しく感受性が高い。エストロゲン作用物質の
臨界期曝露により性周期異常の早期化、生殖
機能障害や子宮癌リスク増加等、成熟後に不
可逆性の悪影響が顕在化する遅発影響が知ら
れてい.る。しかし発現機序が不明で既存の毒
性試験法で検出が難しいことから、新生児期
曝露による遅発影響検出に対する対策が必要
である。 
本研究に先立ち、分担研究者らは平成 22 年

から 24 年に「化学物質の臨界期曝露が神経内
分泌・生殖機能へ及ぼす遅発影響の機序解明
と指標の確立」(厚生労働科学研究費補助金化
学物質リスク研究事業 H22－化学－一般－
003)を行い、エストロゲン類新生児期曝露に
より用量依存性の遅発影響が存在し、一般的
な毒性試験の指標では捉えにくいこと、性周
期異常(持続発情)の発現時期早期化が最も鋭
敏な長期指標であることを明らかにした(図
1)。感受性の高いエストロゲン検出系とされ
ている子宮肥大作用量とほぼ同用量の比較的
低いエストロゲン量の投与でも遅発影響を引
き起こされることもこの研究によって明らか
となった。しかし遅発影響の時系列的な発生
機序の解析やその初期変化の同定に至らず、
生殖行動学的影響や遅発影響の閾値の検討に
も不明な点が残った。 
近年の神経内分泌研究のトピックスとして

キスペプチンニューロンの発見が挙げられる。
哺乳類全般に存在する同ニューロンにはエス
トロゲン受容体(ER)があり、視床下部前方の

性周期中枢 anteroventral periventricular 
nucleus (AVPV) および後方の卵胞発育中枢
arcuate nucleus (ARC) において中心的役割を
果たしていることが明らかとなった(図 2)。大
量の臨界期エストロゲン曝露で同ニューロン
の低下が報告されているが、遅発影響との関
連性は報告されていない。 
本研究は過去 3 年間の遅発影響研究を踏ま

え、生殖内分泌機能とくに視床下部前方の性
周期中枢AVPVと後方の卵胞発育中枢ARCの
キスペプチンニューロンが遅発影響により部
位特異的な変化を示すのか、またその変化が
時系列的にどのように遅発影響へと結びつく
のか明らかにすることを主目的とした。その
他の目的として、AVPV、ARC 以外の中枢系
や卵巣等への直接影響、遅発影響の閾値の存
在についても研究を行った。本研究では遅発
影響誘発物質がエストロゲン作用物質のみか
ER を介するその他の化合物でも起きるのか
検討した。 
化学物質のリスク評価行政に資するため、

研究成果を総合解析して遅発影響の発現機序
を示した adverse outcome pathway (AOP) を構
築し、既存の繁殖毒性試験テストガイドイラ
ン(TG)にどのような検査項目やエンドポイン
トを追加すれば遅発影響が検出可能となるの
か提案することも目的とした。 

 
B．研究方法 
研究結果を横断的に解析できるよう、分担研
究者間で以下の項目を予め設定した： 
 共通被験物質の設定  

先行研究と同様に 17α-ethynylestradiol (EE)
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を共通の遅発影響誘発物質とした。 
 共通する遅発影響誘発量の設定  

分担研究間での横断的解析促進のため、遅
発影響発現量の EE 20 μg/kg (短期では 200 
μg/kgも考慮) 皮下投与を可能な限り各実
験に組み入れた。先行研究で強制経口投与
の同等性も確認されたことが、強制経口投
与も同様に扱った。 

 EE 以外の遅発影響検討物質とその目的 
エストロゲン作用物質以外にも ER を介す
る化学物質は多く存在することからこれら
の物質についても遅発影響発現の有無とそ
の機序解析を進めた。検索した化合物は、
ERα アンタゴニスト ICI 182,780(ICI)、ERα
アゴニスト PPT、ERβ アゴニスト DPN、
Selective estrogen receptor modulator (SERM) 
タモキシフェン(TMX)、SERM ラロキシフ
ェン(RLX)、難燃剤 tripehnyl phosphate 
(TPhP) である(これらの物質の詳細につい
て分担研究報告書を参照のこと)。 

 使用動物種 
基本使用動物種はラットとしたが、神経核
の解析では一部マウスを用いた。系統差を
観察するためにあえて共通の系統を使用せ
ず、各実験の目的に適した系統(性周期が規
則的な Wistar-Imamichi 系、生殖試験に汎用
される SD 系、性周期が規則的且つ子宮癌
好発系の Donryu 系)を用いた。 
 

1. 実験と方法 
実験計画を以下に示す([ ]主な担当者) 
1. EE あるいはエストロゲン受容体(ER)を介
した遅発影響発現機序に関する検討 
1) 遅発影響発現機序に視床下部キスペプチ
ンの部位特異的変化が果たす役割－特に視床
下部前方の性周期中枢との関連性について－ 
[高橋] 
(1) 新生児期に遅発影響量を含む EE を生後
24 時間以内の雌 Donryu ラットに単回皮下投
与し、遅発影響の長期指標である性周期異常
の発現時期を長期に観察し、また曝露後、性
周期が正常に回帰するYoung adult時期に人工
的な LH サージを誘発し、サージ時の血中 LH
レベルの測定、AVPV を含む視床下部前方と
ARC を含む後方の Kiss1 mRNA やエストロゲ
ン(ER)α 受容体等 Kiss 1 関連遺伝子を検索し

た。さらに In situ hybridization 法(ISH)により
AVPV/ARC の Kiss 1 陽性細胞数を免疫組織化
学染色(IHC)により ER 陽性細胞数を測定した。
また加齢性変化と比較するために性周期を回
帰するMiddle age(Middle N)と性周期の停止し
た Middle age (Middle PE)と同様の比較を行っ
た。 
(2) 遅発影響がERを介したその他の物質で誘
発される可能性を検索するため、selective 
estrogen receptor modulator (SERM)の新生児期
曝露が遅発影響を誘発するか検索した。
Tamoxifen(TMX) 10mg/kg bw、Raloxifene 
(RLX)0.1, 1 あるいは 10 mg/kg bw を生後 24 時
間以内(PND0)の Crj: Donryu 新生児雌ラット
に単回皮下投与し、(1) と同様の検査項目つい
て検討した。 
(3) 遅発影響の感受性時期の閾値について、遅
発影響量のEE 20μg/gkを生後 0日齢、5日齢、
10日齢、14日齢に単回皮下投与し、Young adult
におけるAVPVおよびARCのキスペプチンの
変化と性周期の長期観察により比較した。 
 
2) 遅発影響の発現に関わる ER の役割を明確
化するための検索 [井上] 
(1) ER アゴニストおよびアンタゴニストの新
生児期曝露による遅発影響の検討として、生
後 0日の雌性Donryuラットにエストロゲンア
ンタゴニスト ICI 0、500、 5,000 μg/kg、ERα
アゴニスト PPT、ERβ アゴニスト DPN をそれ
ぞれ 1 回皮下投与し、生後 23 週まで性周期の
観察を行った。 
(2) 遅発影響の初期変化検索として遅発影響
量を含む EE を新生児期に単回皮下投与し 14
および 21 日齢の発達期の視床下部前部/後部
における Kiss1 mRNA 発現解析、血清 FSH 濃
度測定、雌性生殖器の組織学的検索を行った。 
(3) ER アゴニストおよびアンタゴニストの新
生児期曝露による初期変化の検討として、生
後 0 日の雌性 Donryu ラットに PPT、DPN お
よび ICI を 1 回皮下投与し、(2)と同様の検索
を行った。 
(4) 遅発影響と子宮肥大試験の関連について
検討として、卵巣摘出雌 Donryu ラットを用い
て、PPT、DPN の子宮肥大試験を実施した。 
 
3) キスペプチンパルス制御部位と遅発影響
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の関係および遅発影響と閾値の関連性に関す
る研究 [代田] 
合成エストロゲン EE をモデル化合物とし

て SD ラットに新生児期曝露した。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
の最小影響量等の閾値検出における評価手法
の有効性を検討した。また最小影響量を投与
した SD 雌ラットを 10 週齢で雄と交配して帝
王切開し、胎児への影響について検索した。 
遅発影響と視床下部の部位特異性に関する

研究として、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、EE 新生児期曝露した SD 系ラッ
トを用いて投与直後の新生児期から生後 10
および 23 日齢まで視床下部、卵巣、関連のホ
ルモンや遺伝子など関連する項目について多
岐にわたり検索した。 

 
4) 新生児期 EE 曝露の卵巣にける影響の原因
遺伝子の検索 [渡辺] 
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 Wistar-Imamichi ラットに EE を
単回皮下投与するモデルを使用した。 
(1) 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。  
(2) 新生子期EE曝露の卵巣における影響の原
因遺伝子を探るためにマイクロアレイ解析を
行った。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。また卵巣の卵胞数を
解析した。EE の卵巣に対する直接作用を確認
するため、生後 0 日の Wistar-Imamichi 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。さらに、Hrk
をノックダウンした卵巣に EE を添加し
TUNEL 染色をして鏡検した。 

5) マウスを用いたエストロゲン様作用をも
つ化学物質の発育期脳への作用が及ぼす遅発
影響に関する研究 [横須賀] 
エストロゲン様化学物質の発育期曝露が脳

に及ぼす遅発型影響のそのリスクについて客
観的評価基準の確立を目標に、出生 24 時間以
内のマウスへの EE 投与モデルを用いて、そ
の発育や性成熟後の脳の性差、さらには、行
動学的パラメーターに及ぼす影響の評価を行
った。生後 24 時間以内の雌雄マウ (C57BL/6J)
に0.2 µg/kg、20 µg/kgおよび2,000 µg/kgのEE、
対象群として EE の溶媒であるゴマ油を投与
し、体重測定、膣開口、性周期の観察に加え
て、超音波の記録解析装置による USV の記録
解析も行った。解析を終了した個体は、（１）
免疫組織化学解析を行うために経心臓法にて
灌流固定を施して固定脳標本を準備した。内
側視束前野（POA）を含む脳切片標本（厚さ
40µm の連続した冠状断切片）に対して Neu-N、
Calbindin D-28k(以下 CB)、GABA-B 受容体へ
の一次抗体を用いた免疫組織化学を施して
POA における CB 陽性細胞および GABA-B 受
容体タンパク質の分布パターンを評価した。
また、（２）RT-PCR によって CB および
GABA-B 受容体の視床・視床下部における遺
伝子発現量を相対比較した。 

 
6) 新生児期から発達期の EE 連続曝露が雌ラ
ットの発達と成長後の社会性行動発現への影
響について [川口] 
 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
することを目的した。Wistar-Imamichi ラット
にエストロゲン物質である EE を生後 24 時間
以内に 20および 2000 μg/kgを単回皮下投与し、
成熟後、卵巣摘出雌動物を用いて行動神経内
分泌系への遅発影響を縄張り行動試験、受動
回避学習試験等にて検索した。また成熟後卵
巣摘出した動物、生後 14 日齢の雌ラット脳の
ERα、β のタンパク発現量を測定した。、各種
神経行動学的解析を行った。また同系統ラッ
トを用いて EE 15 μg/kg を 1 日齢から 28 日間
経口曝露した雌動物(卵巣摘出後)を用いて性
選好性試験、性行動試験を実施した。 
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2. Adverse outcome pathway(AOP)を構築と
遅発影響検出のための既存の毒性試験テスト
ガイドライン(TG)への改善点の提言 [高橋] 
これまでの研究成果で得られた確立した遅

発影響指標と機序と閾値を総合解析し、遅発
影響の発現機序を示した AOP を構築し、遅発
影響懸念化学物質を検出するための既存の毒
性試験テストガイドライン(TG)への改善点を
提言した。既存 TG は国際基準である OECD
の 1 世代繁殖毒性試験(TG514)、2 世代繁殖毒
性試験(TG416)、拡張型 1 世代繁殖毒性試験
(TG445)を用いて、検査項目、投与量、観察期
間、動物数、判定方法等、どのような点を改
善すべきか検討した。 
 
 (倫理面への配慮) 
本研究における実験動物の使用は、動物の

愛護及び管理に関する法律(昭和 48 年法律第
105 号、平成 17 年法律第 68 号一部改正)、実
験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関
する基準(平成18年環境省告示第88号)厚生労
働省の所管する実施機関における動物実験等
の実施に関する基本指針(平成 18 年 6 月 1 日
厚生労働省通知)、動物実験の適正な実施に向
けたガイドライン(平成 19 年 6 月 1 日日本学
術会議)、遺伝子組換え生物等の使用等の規則
による生物の多様性の確保に関する法律(平
成 15 年法律第 97 号)、特定外来生物による生
態系等に係る被害の防止に関する法律(平成
16 年法律第 78 号)及び感染症の予防及び感染
症の患者に対する医療に関する法律(平成 10
年法律第 114 号)等の主旨に則り、作成された
国立医薬品食品衛生研究所 動物実験の適正
な実施に関する規定および分担研究者が各々
所属する機関に設定された動物委員会の規定
等に基づき実施されたものであり、関連法令
などを遵守して行われた。  
 
C．研究結果 
1. EE およびエストロゲン受容体(ER)を介し
た遅発影響発現機序に関する検討 
1) 遅発影響発現機序に視床下部キスペプチ
ンの部位特異的変化が果たす役割－特に視床
下部前方の性周期中枢との関連性について－ 
[高橋] 
 (1)の結果、性周期異常の発現に先行して性

周期が正常に回帰するYoung adultにおいてす
でに、LH サージの低下、その時期の視床下部
前方に存在する性周期制御中枢 AVPV の
Kiss1 mRNA 発現低下、ISH/IHC 二重染色によ
り AVPV の ERα を有するキスペプチンニュー
ロン数の減少も認められた。卵胞発育中枢(視
床下部後方)である ARC には変化は認められ
なかった。これらの現象は性周期を回帰する
Middle aged 雌ラットと同様であった。 
 (2)の結果より、TMX、RLX 10 mg/kg 群
(RLX10))の新生児期曝露ラットでも EE と同
様な視床下部の変化および遅発影響が認めら
れた。しかし TMX、RLX 全群は子宮肥大試
験で明らかな抗エストロゲン作用を示し、同
用量を正常雌ラットに投与しても EE とは異
なりLHやAVPVのKiss1遺伝子を増加させな
かった。  
 (3)の結果より、遅発影響の感受性時期の閾
値について生後 10 日まで性周期異常発現時
期が早期化したが、発現時期は 0 日齢に比べ
用量相関性に遅延した。AVPV のキスペプチ
ンおよび血中 LH レベルも同様の傾向を示し
た。生後 14 日曝露では明らかな変化は認めら
れなかった。 
 
2) 遅発影響の発現に関わる ER の役割を明確
化するための検索 [井上] 
(1) ER アゴニストおよびアンタゴニストの新
生児期曝露による遅発影響、(2) 新生児期エス
トロゲン曝露が LH サージにおよぼす影響、
(3) ER アゴニストおよびアンタゴニストの新
生児期曝露による初期変化、(4) 遅発影響と子
宮肥大試験の関連について検討した結果、 
(1) ERβ アゴニストである DPN や ERα アンタ
ゴニストである ICI の新生児期曝露により性
周期停止の早期化が認められ、遅発影響を生
じる化学物質は ERα アゴニストに限らない可
能性が示唆された。 
(2) 新生児期に EE あるいは PPT の曝露を受
けたラットでは、性周期異常の発現に先行し
て視床下部における排卵制御機能が減弱して
いる可能性が見出され、遅発影響の発現には
排卵制御に関わる AVPV のキスペプチンニュ
ーロンが重要な役割を持つことが示された。 
(3) EE の新生児期曝露では、発達期の視床下
部前部における Kiss1 mRNA の発現低下が認
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められたが、PPT、DPN、ICI の新生児期曝露
では Kiss1 mRNA の発現に影響はなく、発達
期における Kiss1 mRNA の発現低下は遅発影
響の発現とは直結しないと考えられた。 
(4) 遅発影響量の EE (20、200 μg/kg) の新生児
期曝露では、性成熟前における子宮のエスト
ロゲン反応性に明らかな影響は認められなか
った。DPN はごく弱いながら ERα 作用を有す
ることが示された。子宮肥大試験と遅発影響
の発現が一致しない場合もあり、子宮肥大試
験の結果を遅発影響の予測に用いるのは難し
いと考えられた。 
 
3) キスペプチンパルス制御部位と遅発影響
の関係および遅発影響と閾値の関連性に関す
る研究 [代田] 
(1) 遅発影響をもたらす最小用量の生殖毒性
学的意義の解明 
遅発影響の最小影響量等の閾値検討の結果、

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
0.016μg/kg/day）であり、子宮肥大試験では陰
性の用量であった。また交配実験により妊娠
末期母体重の増加抑制および胎児の発育促進
以外に胎児等への影響は認められなった。 
(2) EE 投与直後の視床下部における ERα およ
び Kiss1 遺伝子に関する検索 
視床下部の部位特異性に関する実験では、

遅発影響をその後発現しない量の 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
ERαmRNA 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。生後 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。 

 
4) 新生児期 EE 曝露の卵巣にける影響の原因
遺伝子の検索 [渡辺] 

 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。  

また卵巣への影響に関する研究では、まず
EE 新生児曝露群の卵巣では、生後第 1 日にお
いてアポトーシス促進因子のひとつである
Hrk の mRNA の減少および TUNEL 染色性の
低下が認められた。また EE 投与群では生後 8
日の原始卵胞数が減少していた。また EE 添
加による卵巣の培養では Hrk 遺伝子発現が減
少し、Hrk をノックダウンした卵巣での
TUNEL 染色陽性の卵細胞が減少した。 
 
5) マウスを用いたエストロゲン様作用をも
つ化学物質の発育期脳への作用が及ぼす遅発
影響に関する研究 [横須賀] 
 生後 24 時間以内マウスへの EE 単回曝露は
発育期でも次のような影響を及ぼすことが明
らかとなった。１）対照群と比べて雌マウス
の膣開口時期を早めた。それは投与濃度が高
いほど早期になった。２）生後２週間から３
週間の間でのみ、雌では EE 投与において一
時的な体重増加の停滞期が認められた。しか
しこの体重増加の停滞は離乳時には解消され
た。３）発情雌に対する USV 発声は、雌対照
群では認められ無いのに対し EE 投与群では
USV 発声を認める雌が存在した。４）POA で
のCB細胞の分布パターンを観察したところ、
EE 投与による CB 陽性細胞数の変化は、脳の
構造的な変化を反映したものでは無いことが
ほ明らかとなった。５）RT-PCR によって雌で
はEE濃度依存的に脳内CB遺伝子の上昇が誘
導されていることが明らかとなった。しかし、
GABA-B 受容体遺伝子への有意な影響は確認
されなかった。 
 
6) 新生児期から発達期の EE および 
Triphenyl phosphate (TPhP) 連続曝露が雌ラ
ットの発達成長後の社会性行動発現への影響
について [川口] 
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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 2000 
μg/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。 
成熟雌の海馬において EE 曝露により ERα

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。 

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。 

 
2. Adverse outcome pathway(AOP)を構築と遅
発影響検出のための既存の毒性試験テストガ
イドライン(TG)への改善点の提言 [高橋] 
 新生児期 EE 曝露による遅発影響による基
本の遺伝子変化(MIE, Molecular Initiating 
Event)の候補として AVPV あるいは ARC にお
けるキスペプチン陽性細胞数低下、遅発影響
において必須の変化(Key Event, KE)の候補と
して成熟後のLHサージ時におけるLHあるい
は FSH レベルの低下、遅発影響 Adverse 
outcome (AO)の候補として性周期異常(主とし
て持続発情の持続)の発現時期の早期化の発
現それぞれを挙げて検討した。遅発影響検出
のための既存の TG への改善点については考
察に併せて記載した。 

 
D．考察 
1) 遅発影響発現機序に視床下部キスペプチ
ンの部位特異的変化が果たす役割－特に視床
下部前方の性周期中枢との関連性について－ 
[高橋] 
(1)(2)の結果より、EE 新生児期曝露による遅
発影響には視床下部のキスぺチチンが重要で
あり、その部位特異的な変化が遅発影響に密
接に関与していることが明らかとなった。す
なわち、エストロゲン/抗エストロゲン作用物
質の新生児期曝露が性周期中枢である視床下
部前方 AVPV のキスペプチン低下を引き起こ

し、その低下が成熟後の LH サージを低下さ
せる。この性腺軸の変調持続が性周期異常の
発現時期の早期化顕在化することが遅発影響
の発現機序と考えられた。これらの変化は閉
経相当時期のラット加齢性変化に類似してい
た。 
 SERM 新生児期曝露の結果が EE と同様で
あったことから、成熟後の動物とは異なり
SERM 新生児期曝露は視床下部にエストロゲ
ン作用として働いていると考えられた。  
また遅発影響の発現時期については、遅発

影響の臨界期は生後 10 日まで持続し生後 14
日曝露では明らかでないと考えられ、発現時
期に閾値が存在することも明らかとなった。 
 
2) 遅発影響の発現に関わる ER の役割を明確
化するための検索 [井上] 
化学物質の臨界期曝露による雌性生殖器の遅
発影響について、その発現機序における受容
体の役割を明確すること、遅発影響のリスク
評価に有用な早期指標を確立することを目指
し研究を行った結果、 

ER アゴニストおよびアンタゴニストの新
生児期曝露による遅発影響については、ERβ
アゴニストや ERα アンタゴニストの新生児期
曝露により性周期停止の早期化が認められ、
遅発影響は ERα アゴニストに限らないと考え
られた。 

EE 新生児期曝露ラットで発達期から AVPV
相当部の視床下部キスペプチンの低下が認め
られたが、(3) EE の新生児期曝露では、発達
期の視床下部前部における Kiss1 mRNA の発
現低下が認められたが、PPT、DPN、ICI の新
生児期曝露では Kiss1 mRNA の発現に影響は
なく、発達期における Kiss1 mRNA の発現低
下は遅発影響の発現とは直結しないと考えら
れた。 
遅発影響量の EE (20、200 μg/kg) の新生児

期曝露では、性成熟前における子宮のエスト
ロゲン反応性に明らかな影響は認められなか
ったが DPN はごく弱いながら ERα 作用を有
することが示された。子宮肥大試験と遅発影
響の発現が一致しない場合もあり、子宮肥大
試験の結果を遅発影響の予測に用いるのは難
しいと考えられた。 
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3) キスペプチンバルス制御部位と遅発影響
の関係および遅発影響と閾値の関連性に関す
る研究 [代田] 
 遅発影響をもたらす最小用量の生殖毒性学
的意義の解明および EE 投与直後の視床下部
における ERα および Kiss1 遺伝子に関して検
索した結果、遅発影響発現量の閾値に関する
一連の実験結果より、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。 
 新生児ラット視床下部のKiss1はLHパルス
を起動する視床下部弓状核(ARC)のKndyニュ
ーロンにのみ発現していることが報告されて
いる。したがつて遅発影響の視床下部部位特
異性、とくに後方の卵胞発育中枢に関する一
連の実験結果から、遅発影響を含む EE 新生
児期経口投与後直後のラットの視床下部で、
すでに Kiss 遺伝子の発現が低下していたこと
は、新生児ラットに投与された EE はまず
Kndy ニューロンの Kiss1 遺伝子発現を低下さ
せ、GnRH 分泌制御を変化させることで、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を示唆し
ていた。すなわち EE 新生児曝露は 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。 
 
4) 新生児期 EE 曝露の卵巣にける影響の原因
遺伝子の検索 [渡辺]  
 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。先行研究より、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。 
本研究で実施した 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。  

また EE 新生児期曝露による卵巣への影響
に関する一連の実験結果より、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。 

 
5) マウスを用いたエストロゲン様作用をも
つ化学物質の発育期脳への作用が及ぼす遅発
影響に関する研究 [横須賀] 
本研究の 3 年間では CB 含有細胞の性的２

型の不鮮明化の基盤を明らかにする検討に加
え、全生涯を通じた発育への影響、成熟雌マ
ウスに対して示す高周波数帯発声(以下 USV)
への影響なども評価して、出生 24 時間以内の
新生仔マウスへの高濃度 EE 単回投与が及ぼ
すリスク評価を検討した。また生殖機能制御
の中心システムである性腺刺激ホルモン放出
ホルモン（GnRH）の神経活動を制御するキス
ペプチンへの影響を検討するため、近年、キ
スペプチン分泌の重要な制御システムである
ことが示されているGABA-B受容体の遺伝子
発現への検討も試みた。 
その結果、出生当日のマウスへの EE 曝露

は、雌の膣開口早期化、授乳期の雌に一時的
な発育遅延誘導、早期の性周期異常誘導、雌
で５週齢以降の体重増加、通常は USV 発声し
ない成体雌での発情雌に対して USV 発声、
POA の形態的変化を伴わない雌の CB 細胞数
増加/雄の CB 細胞数減少、雌での CB 遺伝子
数の濃度依存的な増加が認められた。しかし
GABA-B 受容体遺伝子に対して明瞭な影響は
観察されなかった。このように、EE のマウス
新生仔への単回曝露は、特に雌に対して大き
な影響を及ぼすことが明らかとなった。その
神経基盤の一つとして、雌脳における CB 含
有神経細胞の「雄性化」が関与していること
が示された。哺乳類の脳の基本形は雌である。
脳の性分化の臨界期にある雌脳が生理条件以
上のエストロゲン作用に曝露されると、それ
が単回（あるいは短時間）の曝露であっても、
発育の一時的遅延、さらには生涯にわたって
の生理機能異常が誘導されることが本研究で
明らかとなった。 
 
6) 新生児期から発達期の EE 露が雌ラットの
発達成長後の社会性行動発現への影響につい
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て [川口]  
3 年間の研究結果より、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。 
 
3 年間の各分担研究結果の総合考察 
主な成果として 

1. エストロゲンおよび抗エストロゲン作用
物質の新生児期曝露ラットでは、発達期から
持続する性周期中枢である視床下部前方
AVPV のみでキスペプチン低下、性周期を回
帰する Young adult 時期の LH サージ時の LH
低下が認められ、その後性周期異常の発現時
期早期化が観察された。すなわち遅発影響の
発現機序は、曝露後速やかに生ずる性周期中
枢である視床下部前方 AVPV のキスペプチン
低下が重要な引き金であり、この低下が性成
熟後 LH サージ低下という性腺軸の持続的変
調を誘導した結果、遅発影響の長期エンドポ
イントの性周期異常の発現早期化として顕在
化することが明らかとなった(図 3, 4)。  
2. 初期変化として EE 曝露ラットでは性成熟
前の AVPV 相当部位の Kiss1 遺伝子低下し初
期変化の可能性があるが PPTや ICHでは認め
られなかったことからさらなる研究が必要で
ある。卵胞発育中枢である視床下部後方 ARC
のキスペプチンの役割は AVPV とは異なり持
続的な低下は認められなかった。さらなる検
討が必要であるが、AVPV が未発達時期の曝
露直後に視床下部キスペプチン低下や卵巣の
卵胞発育関連遺伝子の変化が観察されたこと
から、ARC が曝露直後に視床下部・下垂体・
性腺軸の正常を曝露直後に妨げていることが
遅発影響に関連している可能性も示唆された
(図 5)。 
3. エストロゲン類の新生児期曝露の遅発影
響は内側視索前野(POA)の Calbidin D-28k 

(CB)陽性細胞の雌雄差や行動神経内分泌系な
どその他の中枢系へも及んでいると考えられ
た。また卵巣へは投与直後からの直接影響も
考えられた(図 6)。 
4. 遅発影響の無影響量は経口投与で 0.016 
μg/kg/day x 5days であった。先行研究成果での
単回皮下投与 0.02 μg/kg/day とほぼ同様であ
る。また投与時期による遅発影響の閾値は約
10 日齢であった。したがって先行研究と併せ、
遅発影響の投与量と投与時期には閾値が存在
することが明らかとなつた(図 7)。 
 
2. Adverse outcome pathway(AOP)を構築と遅
発影響検出のための既存の毒性試験テストガ
イドライン(TG)への改善点の提言 [高橋] 
これまでの研究成果で得られた確立した遅

発影響指標と機序と閾値を総合解析し、遅発
影響の発現機序を示した Adverse outcome 
pathway (AOP)を構築した。 
 エストロゲン/抗エストロゲン作用物質の
新生児期曝露→視床下部サージ中枢視床下部
キスペプチン陽性細胞数低下(MIE)→LH サー
ジ低下(KE)→性周期異常の発現時期の早期化
(AO)[比較的高用量では→繁殖生涯への悪影
響(AO)/子宮癌リスク増加(AO)(図 8) 
遅発影響検出のための既存の繁殖毒性試験

テストガイドライン(TG)の改善点については、 
1) 性周期観察による性周期異常をエンドポ

イントとすること 
2) 観察期間は生後 6 ヶ月までが必要である 
3) 最も汎用されている二世代繁殖毒性試験

(TG416)を用いることがよいが、そのほか
の繁殖試験でも応用可と考える 

4) F0 世代に性周期を長期観察用の衛星群を
設置すること 

5) 1 群あたりの匹数として、20 例以上を推
奨 

6) 遅発影響を確認すべき物質は、ER と結合
するエストロゲン作用/抗エストロゲン作
用が強く疑われる物質。 

7) 用量についてはエストロゲン作用を示す
用量を含めて用量設定し、遅発影響が認
められる用量および認められない用量を
含むことが望ましい。 

このような追加の衛星群を設けることで遅発
影響は検出可能である(図 9)。 
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Ｅ．結論 
1. エストロゲン類あるいは ER を介した新生
児期曝露により誘発される遅発影響の発現機
序に、視床下部キスペプチンニューロンの部
位特異的な変化が必須の役割を果たしている
ことが明らかとなった。 
2. さらなる検討が必要であるが遅発影響の
新生児期曝露初期からすでに視床下部や卵巣
等で変化が生じていると考えられる。 
3. 遅発影響では視床下部以外の脳および性
行動等の変化をもたらす。 
4. 遅発影響の発現および臨界期には閾値が
存在する。 
5. 遅発影響の発現機序を示した Adverse 
outcome pathway(AOP)が構築可能で、既存の
繁殖毒性試験テストガイドライン(TG)の改善
により遅発影響は検出可能であると結論した。 
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図 1 遅発影響の問題点
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 視床下部キスペプチンニューロンの部位特異性 
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図 3 遅発影響の発現メカニズム概念図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 4 遅発影響の Adverse Outcome Pathway (AOP)に関連する各因子 
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図 5 遅発影響の初期変化のまとめ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図 6 新生児期曝露で認められたその他の影響のまとめ 
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図 7 遅発影響の曝露量と臨界期の閾値 
 
 
 
 
   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 AOP と本研究の結論 
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図 9 遅発影響検出のための既存の毒性試験ガイドライン改善の提言 
 
 

遅発影響検出のための既存の毒性試験ガイドライン改善の提言
(新生児期/臨界期曝露に限定した遅発影響を指す。以下同様)

1. 遅発影響の定義
遅発影響とは化学物質の新生児期/周産期曝露により、性成熟後に顕在化する悪影響

2. 遅発影響の発現機序
エストロゲン/抗エストロゲン作用物質の新生児期曝露が性周期中枢である視床下部前方AVPVのキスペプチン低下を引き起こし、その低
下が成熟後のLHサージを低下させる。この性腺軸の変調持続が性周期異常の発現時期の早期化顕在化することが機序と考えられる。

3. 使用可能な既存の毒性試験ガイドラインと改善点
二世代繁殖毒性試験(TG416)のF0世代に、性周期を長期観察用の衛星群を設置することを提言する。
一世代繁殖毒性試験(TG415)、あるいは拡張型1世代繁殖毒性試験(TG433)についても、F0世代に長期性周期観察用の衛星群を設けるこ
とにより遅発影響の検出への対応が可能

4. 衛星群の検査項目とそのエンドポイント
1) 衛星群の動物数 1群20例以上。ただし衛星群への被験物質の直接投与実施しない。混餌投与の場合は離乳後は実施しない
2) 検査項目とエンドポイント 継続的な性周期観察を必須検査項目とする。性周期観察により対照群と比較し性周期異常の発現時期早
期化を遅発影響発現のエンドポイントとする。
3) 観察期間
生後6ヶ月
4) 母動物への投与量
用量については母動物にエストロゲン作用を示す用量を含めて用量設定し、遅発影響が認められる用量および認められない用量を含む
ことが望ましい。

5. 遅発影響検出対象化学物質
遅発影響を確認すべき物質としては、その物質の作用機序あるいは既知の毒性プロファイルより、エストロゲン受容体(ER)との結合する物
質、すなわちエストロゲン作用/抗エストロゲン作用が強く疑われる物質が対象である。その物質の作用機序あるいは既知の毒性プロファ
イルより、エストロゲン受容体(ER)との結合する物質、すなわちエストロゲン作用/抗エストロゲン作用が強く疑われる物質が対象である。
子宮肥大試験等を利用して生体に対するエストロゲン/抗エスト目原作用を確認することは有用と考える。

6. 機序試験における検査項目とエンドポイント
遅発影響発現の引き金は発達期から生じている視床下部前方AVPVキスペプチンの低下あるいはLHサージ低下であり、これらも遅発影響
のエンドポイントとなりうる。これらの検索は科学的に遅発影響を証明するために有用である。しかし高度で手技および専門的知識が必要
なことからメカニズム試験の実施が必要な場合にこれらを行うことを推奨する。
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厚生労働科学研究費補助金 (化学物質リスク研究事業) 
分担研究報告書 (H25-27 総合研究報告書) 

 
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 
 

分担研究課題：化学物質の臨界期曝露による視床下部キスペプチンの変化と 
                      遅発影響の閾値の関連性 

 
研究分担者：高橋 美和  所属 国立医薬品食品衛生研究所病理部 
研究協力者：吉田 緑   所属 国立医薬品食品衛生研究所病理部 
研究協力者：森川 朋美  所属 国立医薬品食品衛生研究所病理部 

     

研究要旨 
平成 25-27年度の 3年間に新生児期臨界期曝露による遅発影響発現機序に視床下部部位特異的

変化が果たす役割について以下の点を明らかにした、 
1. 新生児期に遅発影響量エチニルエストラジオール (EE)曝露雌ラットでは、遅発影響の長期

指標である性周期異常に先行して視床下部前方に存在する性周期制御中枢 AVPV の Kiss1 
mRNA 発現低下、同部位のエストロゲン受容体(ER)α を有するキスペプチンニューロン数の
の減少、LH サージの低下が認められた。卵胞発育中枢(視床下部後方)である ARC には変化
は認められなかった。これらの現象は閉経相当時期の雌ラットの加齢性変化に類似してい
た。 

2. ER を介して組織特異的にエストロゲン/抗エストロゲン作用を示す selective estrogen receptor 
modulator(SERM)のタモキシフェン(TMX)、ラロキシフェン(RLX)の新生児期曝露ラットでも
EE と同様な視床下部の変化および遅発影響が認められた。子宮肥大試験で TMX、RLX とも
明らかな抗エストロゲン作用を示した。 

3. 1.2 の結果より、エストロゲン/抗エストロゲン作用物質の新生児期曝露が性周期中枢である
視床下部前方 AVPV のキスペプチン低下を引き起こし、その低下が成熟後の LH サージを
低下させる。この性腺軸の変調持続が性周期異常の発現時期の早期化顕在化することが遅発
影響の発現機序と考えられた。 

4. 遅発影響の感受性時期の閾値について視床下部 AVPV と ARC のキスペプチンの変化と性周
期観察を指標に検索したところ、遅発影響の臨界期は生後 10 日まで持続し生後 14 日曝露で
は明らかでないと考えられた。 

5. エストロゲン類の新生児期曝露による遅発影響の発現機序の adverse outcome pathway (AOP)
は、新生児期エストロゲン/抗エストロゲン作用物質曝露→molecular initiating event は視床下
部サージ中枢キスペプチンニューロン抑制→key eventは正常性周期より認められるLHサー
ジ低下→AO は性周期異常の早期発現、繁殖生涯への悪影響とした。また既存の毒性試験ガ
イドラインでは検出できない可能性の高い遅発影響であるが、既存の OECD 繁殖毒性試験
テストガイドラインに性周期長期観察用の試験群を追加設置等の改善を行うことにより検
出可能であると結論した。 

Ａ．研究目的 
化学物質臨界期曝による遅発影響は成熟後

に至って生殖機能障害が顕在化し、その機序
も不明なため化学物質リクス評価上の重大な
懸念である。キスペプチンニューロンは近年

発見された神経ペプチドであるが、エストロ
ゲン受容体(ER)α を有すること、エストロゲ
ンポジティブフィードバック機構により性周
期制御中枢である視床下部前方に位置する前
腹側室周囲核(APVA)およびネガティブフィ
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ードバック機構による卵胞発育制御中枢であ
る弓状核(ARC)に存在するという部位特異的
分布から、このキスペプチンニューロンがこ
れらの制御機能の中心的役割を果たしている
ことが解明されつつある。遅発影響について
も視床下部の変化が有意であると推測され、
平成 22 年から 24 年に実施した本研究課題関
連研究において、高橋らは、遅発影響誘発量
のエストロゲン新生児期曝露によるキスペチ
ン低下を見出したが、部位特異性については
特定できなかった。そこで本研究は、遅発影
響による部位特異性の明確化は、遅発影響の
機序解明と指標の科学的根拠に極めて重要で
あるという認識のもと、遅発影響の部位特異
的変化に焦点を絞って研究を行っている。ま
た化学物質のリスク評価上、遅発影響と閾値
(投与量および投与時期)の存在の明確化も重
要である。 
平成 25-27 年度の本研究の目的は以下の点

である。 
1. 雌において化学物質の臨界期曝露による

遅発影響が視床下部キスペプチンニュー
ロンのいずれの制御部位に依存するのか
部位特異性と両者の関連性を明らかし、遅
発影響中枢なのか化学物質の生殖機能の
遅発影響の核となる機序を解明する。 

2. 遅発影響がエストロゲン作用物質のみで
誘発されるのか、ER に結合する抗エスト
ロゲン作用物質でも遅発影響は起きうる
のか検証する。 

3. 遅発影響の閾値とくに検査時期による閾
値を明らかにし化学物質リクス評価に資
することを目指す。 

4. 本研究を化学物質のリスク評価行政に遅
滞なく活かすため、エストロゲン類の新生
児期曝露による遅発影響の発現機序につ
いて adverse outcome pathway (AOP)の構築
し、さらに遅発影響を検出するための既存
の OECD テストガイドライン改善点につ
いて提言する。 
 

Ｂ．研究方法 
1. 新生児期エストロゲン曝露による遅発影
響が LH サージおび視床下部キスペプチンニ
ューロンに及ぼす発現機序 (Figure 1) 
 雌 Donryu ラットに合成エストロゲンであ

り本研究の共通検索物質であるエチニルエス
トラジオール (EE)を生後1日齢に遅発影響発
現量の 0.2 (EE0.2)、20 μg/kgbw (EE20)、遅発
影響非発現量 EE 0.02 μg/kg bw (EE0.02)を単
回皮下投与した。またこれらの遅発影響によ
る変化とヒトの閉経期に相当する性周期が維
持する middle aged rat (Middle(N))と、性周期が
すでに回帰せず持続発情を示す雌ラット
(Middle (PE))と比較した。これらのラットは単
回投与後、膣開口の性成熟をチェックし、そ
の後は実験期間を通じて性周期を持続的に観
察した。対照群を含む各群の一部の動物につ
いては、正常性周期を回帰する young adult (10
週齢)において卵巣を摘出後、エチニルベンゾ
エート(EB) 3 日間皮下投与、プロゲステロン 1
回皮下投与により人工的LHサージを誘発し、
血中 LH および FSH 値をラジオイムノアッセ
イ法にて測定した。またこの LH サージ前後
の視床下部キスペプチンの変化を検索するた
め午前 11 時から午後 7 時まで経時的に AVPV
を含む視床下部前方と、ARC を含む視床下部
後方における Kiss1 mRNA 遺伝子および関連
遺伝子の変化を RT-PCR 法により解析し、さ
らに AVPV および ARC における Kiss1 遺伝子
発現細胞数を in situ hybridization法(ISH)にて、
Kiss1 遺伝子と ERα、c-fos 遺伝子共発現数を
ISH と免疫組織化学的手法を用いて測定した。
Middle age 群については、22 週齢の動物を用
いて同様の測定を実施した。EE 曝露した残り
の動物については 22 週齢まで性周期観察を
行い、生殖器系について病理組織学的検査を
実施した。 
2. SERM の新生児期曝露による遅発影響と発
現機序  
 生後 24 時間以内(PND0)の Donryu 新生児雌
ラットに TMX 10 mg/kg bw (TMX)、RLX 0.1、
1 あるいは 10 mg/kg bw (RXL0.1,RLX1, 
RLX10)を単回皮下投与し、対照群には溶媒の
セサミオイルを投与した。投与量は新生児期
曝露により影響がでると報告されている量を
選択した (Pinilla et al., 2001; Pinilla et al., 
2002)。投与物質以外は実験 1 と同様の解析を
実施した。 
 また実験 2 で用いた TMX、RLX のエスト
ロゲン・抗エストロゲン作用を確認するため、
7 週齢無処置卵巣摘出 Donryu ラットを用いて
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実験 2 と同用量の TMX、RLX を 3 日間連続
皮下投与(抗エストロゲン作用観察群は EE1 
μg/kg bw を併用投与)した。子宮への作用は子
宮重量および子宮内膜の形態学的検索を、視
床下部への作用は前方および後方のキスペプ
チン等を検索した。陽性対照には ICH182,780 
500 μg/kg bw を用いた。  
3. 遅発影響の感受期の検索 
 遅発影響を誘発するエストゲン曝露に対し
て、生後どの時期まで感受期を有するか検討
するため、生後 1 日以内 (PND0)、5 日齢
(PND5)、10 日齢 (PND10)および 14 日齢
(PDN14) に EE20 μg/kg bw を雌 Wistar 
Hannover ラットに単回皮下投与した。正常性
周期回帰している young adult 時期 (10 週齢)
に各群一部の動物の視床下部前方と後方のキ
スペプチンニューロンの変動と LH サージを
上述の実験 1 と同じ方法で検討した。また残
りの動物について継続的に 40 週齢まで性周
期を観察し。 
4. エストロゲン類の新生児期曝露による遅
発影響の AOP 構築と既存の毒性試験テスト
ガイドライン(TG)への提言 
 AOP 構築の資料として以下の 3 文献を基本
の文献と用いた。 
1. OECD. Guidance document on developing 

and assessing adverse out come pathways. In 
Series on Testing and Assessment, No. 184, 
Nol. ENV/JM/MONO(2013)6 p.45, 
Organisation for Economic Cooperation and 
Development, Environment Directorate Paris, 
France. (OECD, 2013) 

2. Villeneuve DL, Crump D, Garcia-Reyero N, 
Hecker M, Hutchinson TH, LaLone CA, 
Landesmann B, Lettieri T, Munn S, Nepelska 
M, Ottinger MA, Vergauwen L, Whelan M. 
Adverse outcome pathway (AOP) 
development I: strategies and principles. 
Toxicol Sci. 2014 142(2):312-20 (Villeneuve 
et al., 2014a) 

3. Villeneuve DL, Crump D, Garcia-Reyero N, 
Hecker M, Hutchinson TH, LaLone CA, 
Landesmann B, Lettieri T, Munn S, Nepelska 
M, Ottinger MA, Vergauwen L, Whelan M. 
Adverse outcome pathway development II: 
best practices. Toxicol Sci. 2014 

142(2):321-30. (Villeneuve et al., 2014b) 
 化学物質の新生児期曝露により生ずる可能
性のある遅発影響を検出するため試験系を組
み込む OECD の既存のテストガイドイラン
(TG)として、 
1. 1 世代繁殖毒性試験(TG415) 

http://www.oecd-ilibrary.org/docserver/downl
oad/9741501e.pdf?expires=1456416463&id=i
d&accname=guest&checksum=4FCF49B246
E619F1FCE5795467329900 

2. 2 世代繁殖毒性試験(TG 416) 
http://www.oecd-ilibrary.org/docserver/downl
oad/9741601e.pdf?expires=1456416267&id=i
d&accname=guest&checksum=57F1529FEA
951B10093E199E1576F814 

3. 拡張型一世代繁殖毒性試験(TG433) 
http://www.oecd-ilibrary.org/docserver/downl
oad/9712211e.pdf?expires=1456417694&id=i
d&accname=guest&checksum=C53E6908857
407A1761BF7181B396B64 

についていずれか適切か検討し、どのような
検査項目と検出のためのエンドポイント等を
組み込むべきか検討した。 
 
(倫理面への配慮) 
本研究における実験動物の使用は、動物の

愛護及び管理に関する法律(昭和 48 年法律第
105 号、平成 17 年法律第 68 号一部改正)、実
験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関
する基準(平成18年環境省告示第88号)厚生労
働省の所管する実施機関における動物実験等
の実施に関する基本指針(平成 18 年 6 月 1 日
厚生労働省通知)、動物実験の適正な実施に向
けたガイドライン(平成 19 年 6 月 1 日日本学
術会議)、遺伝子組換え生物等の使用等の規則
による生物の多様性の確保に関する法律(平
成 15 年法律第 97 号)、特定外来生物による生
態系等に係る被害の防止に関する法律(平成
16 年法律第 78 号)及び感染症の予防及び感染
症の患者に対する医療に関する法律(平成 10
年法律第 114 号)等の主旨に則り、作成された
国立医薬品食品衛生研究所 動物実験の適正
な実施に関する規定および分担研究者が各々
所属する機関に設定された動物委員会の規定
等に基づき実施されたものであり、関連法令
などを遵守して行われた。  
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C. 結果 
1. 新生児期エストロゲン曝露による遅発影
響が LH サージおび視床下部キスペプチンニ
ューロンに及ぼす発現機序 
 対照群では LH サージ(排卵前日の発情前期
に起きる)が 16:00 をピークに認められた。
EE0.2 以上の群ではサージのピークが用量依
存性の低下が認められ、EE20 群では有意であ
った。EE0.02 群では対照群と同様であった。
Middle (N)では EE20 群より低下しており、
Middle (PE)ではサージピークは認められなか
った(Figure 2)。 
 前述の LH 測定と同時期に視床下部の
AVPVを含む前方およびARCを含む後方につ
いて解析した。AVPV の Kiss1 mRNA は対照
群において、LHサージ日の11時から増加し、
16:00 でピークを示した。このような増加は卵
巣摘出動物では認められなかった。この Kiss1 
mRNA 発現増加は 14:00 およびピーク時の
16:00 ともに EE20 群で低下した(Figure 3)。こ
の結果は Middle (N)群と同様であった(Figure 
3)。しかし ARC を含む後方ではこのような
Kiss1 mRNA の変化は認められなかった
(Figure 4)。Kiss1 関連遺伝子である KisslR、
ERα・β および c-fos の RT-PCR による遺伝子
発現についてAVPVおよびARCともに変化は
認められなかった。 
 ISH により AVPV における Kiss1 mRNA 陽
性細胞(同遺伝子を発現するキスペプチンニ
ューロン)の数が、EE20 および Middle (N)群で
有意に低下し、さらに ERα との二重染色の結
果では、Kiss1 mRNA 陽性細胞における ERα
陽性細胞数がEE20およびMiddle (N)群で有意
に減少した(Figure 5)。c-fos 陽性細胞について
は Middle (PE)群のみで Kiss1 mRNA 陽性細胞
における発現率増加が観察された。ARC にお
いて AVPV で観察されたいずれの変化も認め
られなかった(Figure 6)。 
2. SERM の新生児期曝露による遅発影響と発
現機序  
 RLX 0.1および 1では対照群とほぼ同様約 4
ヶ月齢以降持続発情を主とする性周期異常が
増加した一方、RLX10 では持続発情を主とす
る性周期異常の発現が早期化し、12 週齢では
対照群に比し有意であった(Figure 7)。TMX
群ではその傾向はさらに顕著で、性周期観察

開始直後の 7 週齢で全個体が持続発情を示し
正常性周期は観察期間を通じて認められなか
った。TMX の卵巣では黄体は殆ど観察されな
かった。 
 新生児期曝露ラットにおける AVPV を含む
視床下部前部および ARC を含む後部におけ
るキスペプチン関連遺伝子(Kiss1、Kiss1R、
GnRH mRNA)、ISH による Kiss1 陽性細胞数
測定した結果、視床下部前部の Kiss1 が TMX
と RLX10 のみで低下し TMX では有意であっ
た。視床下部後部では TMX のみ明らかに低
下していた。そのほかの遺伝子の変動は観察
されなかった(Figure 8)。ISH 染色でも AVPV
の Kiss1 陽性細胞数が RLX10 および TMX10
で有意に低下していた(Figure 9)。ARC では
TMX 投与のみで有意に低下した。LH サージ
時の LH 値についても RLX10 および TMX の
みで有意に低下、FSH は TMX 群のみで低下
した(Figure10)。TMX におけるこれらの低下
はいずれも顕著であった。 
 RLX および TMX の子宮および視床下部に
対するエストロゲン/抗エストロゲン作用に
ついては、RLX 群には子宮に対するエストロ
ゲン作用はなく、TMX10 のエストロゲン作用
は非常に弱かった。RLX 全群および TMX と
もに子宮に対する強い抗エストロゲン作用が
認められた(Figure 11)。またこれらの投与量の
RLX および TMX は、人工的 LH サージ誘発
するために投与する EE で観察されるような
視床下部前部および後部の Kiss1 mRNA を増
加させなかった(Figure 11)。 
3. 新生児期エストロゲン曝露による遅発影
響の感受期の検索 
 性周期観察(Figure 12)では、PND0 の EE 曝
露群では 17 週齢以降対照群に比し有意な早
期異常性周期が認められ、この結果は今まで
の同系統ラットの成績と同様であった。PND5
および PND10 の EE 曝露群では PND0 より遅
れ、19 週齢から 20 週齢でほぼ同時に有意な
早期異常性周期を示した。PND14 の EE 曝露
群では 25 週齢から 34 週齢まで対照群より異
常性周期を示す動物が多い傾向が観察された
が、有意差はなく、実験を終了した 40 週齢に
おける異常性周期発現率は対照群と同様であ
った。 
 性周期異常発現前のYoung adult10週齢で実
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施した人工的 LH サージ誘発および視床下部
Kiss1 遺伝子解析結果では、16:00 の LH レベ
ルは PND0、5、10 いずれにおいても有意に低
下していたが PND14 群では変化は認められ
なかった(Figure 13)。AVPV を含む前部の
Kiss1 mRNA も LH サージと同様 PND0、5、
10 の EE 曝露群で発現が低下しており、PND0
から PND10 にかけその低下は緩やかとなり、
PND14 では変化は認められなかった(Figure 
14)。ISH 法による解析でも RTPCR の結果と
同様、KiSS1mRNA を示す細胞数の用量依存
性の低下が認められた ARC の変化あるいは
その他の遺伝子変化は認められなかった。 
4. エストロゲン類の新生児期曝露による遅
発影響の AOP 構築と既存の毒性試験テスト
ガイドライン(TG)への提言 
 エストロゲン類の新生児期曝露による遅発
影響に関する文献および本研究結果を基に、
AOP の各構成となる候補を以下に列記した。  
1. 新生児期 EE 曝露による遅発影響による
基本の遺伝子変化(MIE, Molecular Initiating 
Event)の候補 
1) 性周期を司る視床下部のサージ中枢
AVPV におけるキスペプチン陽性細胞数低下 
2) 卵胞発育を司る視床下部パルス中枢 ARC
におけるキスペプチン陽性細胞数低下 
2. 遅発影響において必須の変化(Key Event, 
KE)の候補 
1) 成熟後のLHサージ時におけるLHレベル
の低下 
2) 成熟後の LH サージ時における FSH レベ
ルの低下 
3. 遅発影響 Adverse outcome (AO)の候補 
1) 性周期の早期異常(主として持続発情の持
続)の発現。ただし成熟後初期に性周期異常の
ものは脱雌化であるので除外した。 
 既存の毒性試験 TG への提言については考
察にまとめて記載した。 
 
Ｄ．考察 
1. 新生児期エストロゲン曝露による遅発影
響が LH サージおび視床下部キスペプチンニ
ューロンに及ぼす発現機序 
 血中 LH サージの結果より、遅発影響発現
量新生児期曝露雌ラットでは、性周期異常に
先駆けて、遅発衛器量量では性周期を制御す

る LH サージの低下が認められた。視床下部
AVPVおよびARC における Kiss1遺伝子発現
および関連遺伝子発現の部位特異性の解析結
果より、遅発影響発現量新生児期曝露雌ラッ
トでは、性周期異常に先駆けて AVPV におけ
る Kiss1 mRNA の発現低下が認められたが、
ARC では Kiss1 発現の変化は認められなかっ
た。ISH 解析の結果より、RT-PCR では脳に捉
えられなかったが、遅発影響発現量曝露群で
はキスペプチンニューロンにおける ERα 発現
率が低下しており、AVPV では Kiss1 mRNA
だけでなく、ERα の発現にも変化があること
が示された。RT-PCR 結果との差については、
脳内には多くの ERα が存在するため、AVPV
における変化を見いだせなかったと推察され
る。これらの結果から得られた遅発影響のメ
カニズム予想図を Figure 15 示す。 
2. SERM の新生児期曝露による遅発影響と発
現機序 
 SERM 新生児期ばく露により生じた遅発影
響は、TMX および RLX が新生児期の視床下
部の ER あるいはその下流に対してエストロ
ゲンと同様の作用により遅発影響を誘発して
いる可能性が高いと考えられた。 
 しかし成熟後ではこれらの物質の視床下部
に対してエストロゲン様作用を示さないこと
から新生児と成熟後は視床下部の ER あるい
はその下流における感受性は異なっているこ
とが示唆された。 
 また今回の研究結果で遅発影響は、子宮肥
大試験で陽性となる物質だけでなく、抗エス
トロゲン物質でも誘発されたこと、新生児期
と成熟後で、あるいは組織間で ER 感受性が
異なっていたことから、遅発影響誘発物質の
確定に子宮肥大試験が必ずしも高感受性でな
い可能性が導き出された。しかし、まず成熟
動物を用いた子宮肥大試験の応用は、ER に結
合する物質のスクリーニング法として有用で
あると考えられる。 
3. 新生児期エストロゲン曝露による遅発影
響の感受期の検索の解析 
 PND0、5、10 の EE 曝露群では PND0 より
性周期異常発現時期が遅れて認められた。ま
た性周期異常発現前のYoung adult時期にすで
に LH サージ低下、AVPV の Kiss1mRNA 発現、
陽性細胞数の低下も認められたが、曝露時期



28 

が遅くなるにつれ、低下は緩やかとなる用量
依存性の変化を示した。今回の実験の結果よ
り遅発影響の曝露時期の閾値は生後 10 日ま
では明らかに続いているが、徐々に感受性が
弱くなっていくと考えられた。生後 14 日曝露
では明らかな影響は今回の指標からは認めら
れなかったが性周期異常の早期化傾向も示唆
され、上述のように臨界期が徐々に減衰する
と考えられることから、遅発影響の臨界時期
は 14 日に近いところまで存在する可能性も
ある。 
4. エストロゲン類の新生児期曝露による遅
発影響の AOP 構築と TG 改善への提言 
 視床下部前方に位置する AVPV における
Kiss1 陽性細胞(キスペプチンニューロンと考
えられる)は血中のエストロゲン濃度変化を、
エストロゲン受容体を介して感知し、LH サー
ジを制御しているニューロンである。 
 本研究結果では、エストロゲンだけでなく
SERM や抗エストロゲン作用物質等 ER に結
合する物質の新生児期曝露が遅発影響を誘発
していることから、MIE を誘発する化学物質
を ER に結合するエストロゲン/抗エストロゲ
ン作用物質とすることが適切であると考えた。 
 MIE としては性周期中枢である視床下部
AVPV におけるキスペプチンニューロンのキ
スペプチンの低下とした。候補に挙げた変化
のうち、視床下部 ARC は成熟後では遅発影響
量では影響が観察されないことから KE から
外した。しかし新生児期の投与直後の AVPV
は未発達であり、EE 曝露直後に ARC のキス
ペプチン低下が認められたことから、さらな
る研究が必要な点であると考えられた。 
 KE として、性周期が正常時にすでに発現す
る LH サージ時の LH 低下は、異常性周期の発
現に先駆けて生ずる事象であることから遅発
影響の KE として挙げた。 
 FSH の低下を伴う LH の顕著な低下はすで
に性周期が回帰していない状態を示すことか
ら遅発影響の KE として適切ではないと考え
られた。 
 性周期異常の発現時期の早期化は正常動物
でも加齢にと伴い生ずる加齢性の変化である。
しかしこの異常が早期に発現することは個体
の繁殖性を短縮すること、また後述するよう
に子宮癌のリスクを上昇させることから、性

周期異常の発現時期早期化は動物だけでなく
哺乳類にとって悪影響であると考えられる。
また本研究では、種々の系統ラットの新生児
期 EE 曝露で認められていることから遅発影
響を示す最も確実で感受性の高い KE である
と考えられた(Takahahsi et al., 2013; Shirota et 
al., 2013; Usuda et al., 2013)。またこの性周期異
常の発現時期の早期化は、新生児期ＥＥ曝露
量との明確な用量相関性があり、生殖寿命の
短縮に直結することから、遅発影響の AO と
して挙げることが適切と考えられた。 
 性周期異常の発現時期の早期化に伴い生ず
る間接的な影響として、早期に排卵が停止す
るためエストロゲンに対しプロゲステロンが
より低下するという相対的高エストロゲン状
態をもたらした結果、子宮がんの増加は生体
にとって有害な遅発影響であるが、比較的高
用量で生ずることから遅発影響の AO として
は必須の項目ではないと考えられた。 
 遅発影響の AOP に至る流れ図として、 
エストロゲン/抗エストロゲン作用物質の新
生児期曝露→視床下部サージ中枢視床下部キ
スペプチン陽性細胞数低下(MIE)→LH サージ
低下(KE)→性周期異常の発現時期の早期化
(AO) が考えられた。研究成果を盛り込んだ概
念図を Figure 16 に示した。 
 
既存の毒性試験 TG への提言 
 本研究の結果、遅発影響検出のために既存
の繁殖毒性試験 TG に対する以下のような改
善を提言する。 
 3 つの繁殖毒性試験 TG 内容を比較した結
果、最も汎用されている二世代繁殖毒性試験
(TG416)を用い、F0 世代に性周期を長期観察
用の衛星群を設置することを提言する。遅発
影響検出群の F0 世代へは離乳後は被験物質
を投与せず、対照群と同様の基礎飼料で飼育
する。母動物への投与が強制経口であれば次
世代への曝露は経胎盤あるいは授乳を介する
ことが明瞭である。混餌飼料の場合は、児動
物が自ら餌を摂取する 10 日齢でも遅発影響
が検出されていることから、混餌投与で遅発
影響が検出された場合は、経胎盤・経授乳に
加え直接ばく露の可能性を考えるべきである。 
 1 群あたりの匹数として、対照群であって
も性周期異常が加齢とともに発現するので統
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計学的有意差を出すためには一定の動物数が
必要なことを鑑み、最低限 1 群 20 例以上を推
奨したい。また一世代繁殖毒性試験(TG415)、
あるいは拡張型 1 世代繁殖毒性試験(TG433)
についても、2 世代繁殖毒性試験と同様、F0
世代に長期性周期観察用の衛星群を設けるこ
とにより遅発影響の検出への対応が可能であ
ると提言する。 
 遅発影響検出用の衛星群での検査項目とエ
ンドポイントについては、遅発影響指標とし
て最も感受性が高く確実なエンドポイントは
性周期異常の発現時期早期化である。持続的
な性周期観察を必須の検査項目とし、同項目
を性周期異常の発現時期早期化エンドポイン
トとすることを提言する。性周期観察は一般
的に周知されている検査であり性周期異常の
検出も簡便であり、且つ確実に性周期異常を
検出できることから最適な指標である。 
 衛星群の観察期間については、エストロゲ
ン作用が弱い物質の場合は性周期異常の発現
時期早期化の時期が遅れ、5～6 ヶ月齢でよう
やく対照群と有意差が認められることから
(Takahashi et al., 2013)、観察期間は生後 6 ヶ月
までが必要であると考えられた。生後 6 ヶ月
齢までの性周期観察によって性周期異常の早
期発現等の変化が認められない場合は「遅発
影響なし」と判断する。 
 遅発影響発現の引き金は発達期から生じて
いる視床下部前方 AVPV キスペプチンの低下
あるいは LH サージ低下であり、これらも遅
発影響のエンドポイントとなりうる。これら
の検索は科学的に遅発影響を証明するために
有用である。しかし高度で手技および専門的
知識が必要なことからメカニズム試験の実施
が必要な場合にこれらを行うことを推奨する。 
 遅発影響を確認すべき対象物質としては、
その物質の作用機序あるいは既知の毒性プロ
ファイルより、エストロゲン受容体(ER)との
結合する物質、すなわちエストロゲン作用/抗
エストロゲン作用が強く疑われる物質が対象
である。子宮肥大試験等を利用して生体に対
するエストロゲン/抗エスト目原作用を確認
することは有用と考える。 
 用量についてはエストロゲン作用を示す用
量を含めて用量設定し、遅発影響が認められ
る用量および認められない用量を含むことが

望ましいと提言する。 
 衛星群のその他の検査項目は、主群での一
般的な検査に準じて試験計画者が考えるべき
である。ただし性周期には体重の顕著な低下
が影響するので経時的な体重および摂餌量の
測定は必要な項目であると考えられる。 
 このような追加の衛星群を設けることで遅
発影響は検出可能であると考える。本提言は
Table 1 として本報告書末に記載した。今後の
化学物質リスク評価に本研究成果が活用され
ることを強く期待する。 
 
Ｅ．結論 
 エストロゲン/抗エストロゲン作用物質の
新生児期曝露による遅発影響の発現機序には
性周期中枢である視床下部前方 AVPV のキス
ペプチン低下が初期の引き金である。引き続
いて性成熟後 LH サージが低下し、この性腺
軸の持続的変調が遅発影響の長期エンドポイ
ントの性周期異常の発現早期化として顕在化
することが明らかとなった。この遅発影響の
発生の臨界期は生後 10 日であった。この影響
は曝露時期が遅くなるほど遅発影響の発現は
遷延した。研究結果をもとに遅発影響の AOP
を構築した。また、遅発影響検出のための既
存毒性試験 TG への改善案についても提言し
た。 
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Figure 1 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響がLHサージおび視床下部キスペプチ
ンニューロンに及ぼす影響の解析の実験デザイン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 LHサージ時前後の血中LH濃度(左)と、LHサージ時(1600)における各群のLHレベル
(右)。EE0.2、EE20群では用量依存的なLHサージ低下が認められ、性周期を回帰するMiddle 
age 群(MiddleN)では低いもののLHサージがあり、回帰しないMiddle age (Middle PE)群では
サージは認められなかった。 
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Figure 3 視床下部後方(AVPVを含む)におけるKiss1遺伝子発現(RTPCR)。EE20およびMiddl
e N群で14:00よりKiss1レベルで明らかに低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 視床下部後方(ARC を含む)における Kiss1 遺伝子発現。ARC ではいずれの時期に

おいても Kiss1 遺伝子の変化は認められなかった。 
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Figure 5 視床下部AVPVにおけるKiss1陽性細胞数の変化 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 視床下部 AVPV における Kiss1 陽性細胞数と ERα の共発現率 
 
 

Results(KiSS1 in situ hybridization/AVPV)
Control

Middle(N)

EE20

Middle(PE)

3V

Control EE20

Middle(N) Middle(PE)

3V

(Bar = 200µm)

*: Significantly different from control group(*: p<0.05; 
Dunnett’s test)

 陽性細胞数の減少
 Intensity低下

 陽性細胞数の減少
 Intensity低下

性周期異常に先駆けて、
AVPVにおける
KiSS1mRNA発現の低
下が認められた

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180
200

K
iS

S
1 

p
o

si
ti

ve
 c

el
ls

Number of KiSS1 mRNA-positive cells

* *



34 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 SERMを新生児曝露したラットの正常性周期を示す個体の割合の推移 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 SERM新生児曝露ラットのAVPVを含む視床下部前方およびARCを含む視床下部
後方におけるKiss1, Kiss1RおよびGnRH (AVPVのみ)mRNAの発現 
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Figure 9 AVPVを含む視床下部前方におけるISHによるKiss1発現細胞の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 誘発LHサージ時の血中LHおよびFSH値 
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Figure 11 成熟ラットの子宮に対するTMXとRLXのエストロゲン/抗エストゲン作用 
および視床下部に対するエストロゲン作用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索における性周期観察 
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Figure 13 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索におけるLHサージ 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響の感受期の検索におけるAVPVのKiss
1mRNA発現 
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Figure 15 新生児期エストロゲン曝露による遅発影響がメカニズム予想図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. 遅発影響の AOP  
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遅発影響検出のための既存の毒性試験ガイドライン改善の提言
(新生児期/臨界期曝露に限定した遅発影響を指す。以下同様)

1. 遅発影響の定義
遅発影響とは化学物質の新生児期/周産期曝露により、性成熟後に顕在化する悪影響

2. 遅発影響の発現機序
エストロゲン/抗エストロゲン作用物質の新生児期曝露が性周期中枢である視床下部前方AVPVのキスペプチン低下を引き起こし、その低
下が成熟後のLHサージを低下させる。この性腺軸の変調持続が性周期異常の発現時期の早期化顕在化することが機序と考えられる。

3. 使用可能な既存の毒性試験ガイドラインと改善点
二世代繁殖毒性試験(TG416)のF0世代に、性周期を長期観察用の衛星群を設置することを提言する。
一世代繁殖毒性試験(TG415)、あるいは拡張型1世代繁殖毒性試験(TG433)についても、F0世代に長期性周期観察用の衛星群を設けるこ
とにより遅発影響の検出への対応が可能

4. 衛星群の検査項目とそのエンドポイント
1) 衛星群の動物数 1群20例以上。ただし衛星群への被験物質の直接投与実施しない。混餌投与の場合は離乳後は実施しない
2) 検査項目とエンドポイント 継続的な性周期観察を必須検査項目とする。性周期観察により対照群と比較し性周期異常の発現時期早
期化を遅発影響発現のエンドポイントとする。
3) 観察期間
生後6ヶ月
4) 母動物への投与量
用量については母動物にエストロゲン作用を示す用量を含めて用量設定し、遅発影響が認められる用量および認められない用量を含む
ことが望ましい。

5. 遅発影響検出対象化学物質
遅発影響を確認すべき物質としては、その物質の作用機序あるいは既知の毒性プロファイルより、エストロゲン受容体(ER)との結合する物
質、すなわちエストロゲン作用/抗エストロゲン作用が強く疑われる物質が対象である。その物質の作用機序あるいは既知の毒性プロファ
イルより、エストロゲン受容体(ER)との結合する物質、すなわちエストロゲン作用/抗エストロゲン作用が強く疑われる物質が対象である。
子宮肥大試験等を利用して生体に対するエストロゲン/抗エスト目原作用を確認することは有用と考える。

6. 機序試験における検査項目とエンドポイント
遅発影響発現の引き金は発達期から生じている視床下部前方AVPVキスペプチンの低下あるいはLHサージ低下であり、これらも遅発影響
のエンドポイントとなりうる。これらの検索は科学的に遅発影響を証明するために有用である。しかし高度で手技および専門的知識が必要
なことからメカニズム試験の実施が必要な場合にこれらを行うことを推奨する。

 
 
Table 1  遅発影響検出のための既存の毒性試験ガイドライン改善の提言 
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厚生労働科学研究費補助金 (化学物質リスク研究事業) 
分担研究報告書 (H25-27 総合研究報告書) 

 
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 

   分担研究課題：遅発影響の発現機序検索。特に視床下部LHサージ制御部位の       
キスペプチンの変化と生殖機能遅発影響について 

研究分担者：井上 薫  所属 国立医薬品食品衛生研究所病理部 
研究協力者：市村亮平  所属 国立医薬品食品衛生研究所病理部 
研究協力者：森川朋美  所属 国立医薬品食品衛生研究所病理部 

            

研究要旨 
 化学物質の臨界期曝露による雌性生殖器の遅発影響について、その発現機序における受容体の
役割を明確すること、遅発影響のリスク評価に有用な早期指標を確立することを目指し、(1) ER
アゴニストおよびアンタゴニストの新生児期曝露による遅発影響、(2) 新生児期エストロゲン曝
露が LH サージにおよぼす影響、(3) ER アゴニストおよびアンタゴニストの新生児期曝露による
初期変化、(4) 遅発影響と子宮肥大試験の関連について検討を行った。その結果、(1) ERβ アゴ
ニストである DPN や ERα アンタゴニストである ICI の新生児期曝露により性周期停止の早期化
が認められ、遅発影響を生じる化学物質は ERα アゴニストに限らない可能性が示唆された。(2) 
新生児期に EE あるいは PPT の曝露を受けたラットでは、性周期異常の発現に先行して視床下
部における排卵制御機能が減弱している可能性が見出され、遅発影響の発現には排卵制御に関わ
る AVPV のキスペプチンニューロンが重要な役割を持つことが示された。(3) EE の新生児期曝露
では、発達期の視床下部前部における Kiss1 mRNA の発現低下が認められたが、PPT、DPN、ICI
の新生児期曝露では Kiss1 mRNA の発現に影響はなく、発達期における Kiss1 mRNA の発現低下
は遅発影響の発現とは直結しないと考えられた。(4) 遅発影響量の EE (20、200 μg/kg) の新生児
期曝露では、性成熟前における子宮のエストロゲン反応性に明らかな影響は認められなかった。
DPN はごく弱いながら ERα 作用を有することが示された。子宮肥大試験と遅発影響の発現が一
致しない場合もあり、子宮肥大試験の結果を遅発影響の予測に用いるのは難しいと考えられた。 

 
A．研究目的 
化学物質の臨界期曝露による遅発影響は、

現行の毒性試験では検出が困難であり、リス
ク評価上の課題となっている。 
 先行研究では、生後 0 日の雌性 Wistar 
Hannover ラットに 0.02～200 μg/kg の 17α- 
ethynylestradiol (EE) を単回皮下投与すると、
遅発影響として 0.2 μg/kg 以上で用量依存性に
性周期 (=排卵) 停止の早期化を起こすこと
を示し (Takahashi et al., 2013)、その機序に視
床下部において生殖機能を制御するキスペプ
チンの関与が推察された。また、エストロゲ
ン受容体 (ER) α アゴニストである 4,4',4''- 
(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl) trisphenol 
(PPT)、ERβ アゴニストである 2,3- bis 

(4-Hydroxyphenyl)-propionitrile (DPN)を用いた
検討から、遅発影響の発現には ERα が主要な
役割を持つことは明らかであるが、ERβ の関
与を完全に否定するには至っていない。 
 本研究では、遅発影響の発現機序として特
に受容体の役割を明確すること、遅発影響の
リスク評価に有用な早期指標を確立すること
を目指し、(1) ER アゴニストおよびアンタゴ
ニストの新生児期曝露による遅発影響、(2) 
新生児期エストロゲン曝露が LH サージにお
よぼす影響、(3) ER アゴニストおよびアンタ
ゴニストの新生児期曝露による初期変化、(4) 
遅発影響と子宮肥大試験の関連について検討
を行った。 
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B．研究方法 
B-1. ERα/β アゴニストおよび ERα アンタゴ
ニストの新生児期曝露による遅発影響 
 所内で維持している Donryu ラットを使用
した。腹ごとの遺伝的影響を平均化するため、
自然分娩後 24 時間以内に児動物を全て回
収・混合した。雌児動物を優先的に 8 匹/腹に
割り付けた後、以下の処置を行った。    
 実験①：10% DMSO/sesame oil、PPT 10 
mg/kg (Tocris Bioscience, UK, CAS No. 
263717-53- 9)、DPN 10 mg/kg (Tocris Bioscience, 
CAS No. 1428-67-7) を 1 回皮下投与 (溶媒対
照群、PPT 群、DPN 群)、あるいは PPT 10 mg/kg
および DPN 10 mg/kg を各 1 回皮下投与 
(PPT+DPN 群)。 
 実験②：Sesami oil (溶媒対照)、ICI 182,780 
(ICI, Sigma, CAS No. 129453-61-8) 500 および
5,000 μg/kg を 1 回皮下投与。 
 雌児動物 (30～36 匹/群) は生後 21 日で離
乳し、体重、膣開口日齢および性周期の観察 
(7 週から 23 あるいは 25 週齢まで) を行った。
性周期の判定は、週 5 日膣スメアを採取し 4・
5 日周期で規則的に発情が回帰する場合を正
常性周期、それ以外を異常性周期に分類した。
特に発情前期あるいは発情期が 5 日間連続し
た場合を持続発情とした。実験①では、性周
期の観察後全ての動物を解剖し、雌性生殖器
の重量測定および組織学的検索を実施した。 
 
B-2. 新生児期エストロゲン曝露が LHサージ
に及ぼす影響 
 実験①において、10 週齢時に正常性周期を
示す動物の中から発情前期の個体を各群 5 匹
選抜し、サージピーク時刻である 16：00 にお
ける血清黄体形成ホルモン (LH) 濃度測定、
視床下部前部および後部における Kiss1 
mRNA の発現解析、雌性生殖器の組織学的検
索を行った。 
 実験③：生後 0 日齢の雌性 Donryu ラット 
(各群 30 匹) に sesami oil (対照群)、EE (0.02、 
0.2、20 μg/kg)、PPT (1,000 μg/kg)、DPN (1,000 
μg/kg) を 1 回皮下投与した。正常性周期を示
す 10 週齢時に卵巣を摘出し、その翌週に LH
サージの誘起を行った。血清 LH 濃度および
視床下部前部/後部 (前腹側室周囲核 (AVPV)/
弓状核 (ARC) 相当部位) における Kiss1 

mRNA の発現を経時的に解析した。加齢性変
化と比較するため，20 週齢の雌ラット (性周
期を回帰する middle(N)群、性周期が停止して
いる middle(PE)群) についても同様の検索を
実施した。 
 
B-3. ERアゴニストおよびアンタゴニスト新
生児期曝露による初期変化 
 先行研究と合わせて、実験④では Wistar 
Hannover GALAS ラット (日本クレア、東京)、
実験⑤では Donryu ラットを使用した。自然分
娩後 24 時間以内に児動物を全て回収・混合し、
雌児動物を優先的に 8 匹/腹に割り付けた。 
 実験④では EE (無影響量; 0.002、0.02 μg/kg、
遅発影響量; 0.2、20 μg/kg、脱雌性化量; 2,000 
μg/kg) を 1 回皮下投与し、対照群には溶媒で
ある sesami oil を投与した。  
 実験⑤では 10%DMSO/sesame oil (溶媒対照
群)、PPT 1,000 μg/kg (PPT 群)、DPN 10,000 
μg/kg (DPN 群) および ICI 182,780 500 μg/kg 
(ICI群) を 1回皮下投与した。PPTおよびDPN
の投与用量は性周期停止の早期化を起こす用
量を選択し、ICI 182,780 は予備検討で実施し
た子宮肥大試験において、EE による子宮重量
増加を完全に抑制する用量を用いた。 
 各群 5匹の動物について、生後 9 (または 12)、
14、21 日に血清卵胞刺激ホルモン (FSH) 濃
度測定、生後 14、21 日に視床下部前部/後部
における Kiss1 mRNA 発現解析、雌性生殖器
の組織学的検索を行った。 
 
B-4．遅発影響と子宮肥大試験の関連 
 実験⑥：子宮のエストロゲン感受性に対する
新生児期エストロゲン曝露の影響を検討する
ため、0 日齢の雌性 Donryu ラット 80 匹に EE 
0、20、200、2,000 μg/kg (20 匹/群) を 1 回皮
下投与した。22 日齢にそれぞれ 3～5 匹ずつ
EE 0、0.002、0.02、0.2 μg/kg を 1 回皮下投与
し、その 24 時間における子宮重量を測定した
（幼若動物を用いた子宮肥大試験）。 
 実験⑦：PPT および DPN の in vivo エスト
ロゲン活性を確認するため、Donryu ラットを
用いてOVX成熟動物法(OECD TG 440)による
子宮肥大試験を実施した。 
 
B-5．血清ホルモン濃度測定 
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LH および FSH 濃度は、凍結保存した血清
を用いて、National Institute of Diabetes and 
Digestive and Kidney Disease (National Institutes 
of Health [NIH], Bethesda, MD) から提供され
たラジオイムノアッセイキットを使用して測
定した (Taya et al., 1983)。 
 
B-6. 遺伝子発現解析 
 凍結視床下部組織から Isogen (NIPPON 
GENE CO., LTD, 東京) を用いて total RNA 
を抽出し、High- Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kits (Applied Biosystems, USA, 
CA) による逆転写反応後、ABIPRISM 7900HT 
(Applied Biosystems) を使用して real-time PCR
を実施した。Primer および probe は TaqMan 
Gene Expression Assay として提供されている
以下のものを使用した。KiSS-1 
metastasis-suppressor (Kiss1): Rn0071 0914_ml、
KISS1 receptor (Kiss1R): Rn0057 6940_ml、
FBJ osteosarcoma oncogene (c-fos): Rn00487426 
_g1、estrogen receptor alpha (ER alpha): 
Rn01640372_ml、estrogen receptor beta (ER 
beta): Rn00562610_ml。内部標準には GAPDH
を用いた。各遺伝子の発現量は標準曲線より
算出し、GAPDH との相対値を求めた。 
 
B-7．統計学的解析 
 体重、臓器重量、血清ホルモン濃度、子宮
腺の数、遺伝子発現量、膣開口日齢および子
宮内膜細胞丈は各群の分散を Bartlett の方法
で検定し、等分散の場合は一元配置の分散分
析、不等分散の場合は Kruskal- Wallis の方法
により検定を行った。群間に有意差が認めら
れた場合の多重比較は Dunnett の方法で対照
群との間で有意差検定を行った。実験⑦では
陽性対照である EE 群を除き、PPT 群、DPN
群を分けて、それぞれ対照群と比較した。正
常性周期の割合および病理所見の発生率は
Fisher の直接確率法で検定した。 

 
（倫理面への配慮） 
実験中に動物に与える苦痛は最小限にとど

めるよう配慮した。動物実験は，国立医薬品
食品衛生研究所動物実験委員会の審査・承認
を経て実施した。 

 

C．研究結果 
C-1. ERα/β アゴニストおよび ERα アンタゴ
ニストの新生児期曝露による遅発影響 
 実験①：膣開口日齢に投与による影響は認
められなかった。性周期の観察において、PPT
群では 7 週から異常性周期を示す動物が一部
に認められ、10 週以降急激に正常性周期の割
合が減少し、19 週以降ではほぼ全例が持続発
情を示した (図 1A)。PPT+DPN 群においても
ほぼ同様の推移を示した。DPN 群では 11 週
まで全例が正常性周期であったが、13 週から
性周期の延長や持続発情を示す個体が出現し、
15週以降正常性周期の割合は照群に比べて有
意に低下した。最終解剖では、PPT 群、DPN
群、PPT+DPN 群では卵巣重量の有意な低下が
みられ、組織学的には黄体の減少/欠失、嚢胞
状卵胞が観察された (表 1)。子宮では
intraluminal hyperplasia や扁平上皮化生が高頻
度に認められ、PPT+DPN 群では子宮内膜限局
性過形成が増加傾向を示した。 
 実験②：膣開口の平均日齢は ICI 群で用量
相関性に早まったが (対照群: 28.0±0.8、500 
μg/kg 群: 27.6±0.6、5,000 μg/kg 群: 27.3±0.5)、
観察期間が生後 27～30 日に限られていたた
め、膣開口に対する影響は再度検討する必要
があると考えられた。ICI 5,000 μg/kg 群では、
生後 13 週以降持続発情を示す個体が増え、19
週以降では対照群と比べて正常性周期の割合
が有意に低下した (図 1B)。ICI 500 μg/kg 群で
は、正常性周期の割合は対照群とほぼ同様の
推移を示した。 
 
C-2. 新生児期エストロゲン曝露が LH サージに
及ぼす影響 
 実験①：サージピーク時 (16:00) の血清 LH
濃度は、統計学的有意差は検出されなかった
が、PPT+DPN 群で低値傾向を示した (図 2A)。
PPT 群および PPT+DPN 群において、視床下
部前部における Kiss1 mRNA 発現が有意に低
下した (図 2B)。視床下部後部 (図 2B) および
Kiss1R mRNA (data not shown) の発現に群間
差はみられなかった。 
 実験③：EE 0.02 μg/kg 群を除いて、LH サー
ジピークが低下する傾向がみられ、対照群が
ピークに達した 16:00 では、EE 20 μg/kg 群お
よび middle-age 群において有意な低値が認め
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られた (図 3AB)。PPT および DPN 群におい
ても、対照群に比べサージピークが低下する
傾向がみられた (図 3B)。14:00 の視床下部前
部における Kiss1 mRNA 発現量は、EE 20 
μg/kg 群および middle- age 群で有意に低下し
ており (図 3C)、16:00 においても、統計学的
有意差はないものの同様の傾向がみられた 
(図 3D)。視床下部後部では Kiss1 mRNA の発
現に群間差は認められなかった。また、サー
ジピーク時 (16:00) の視床下部前部および後
部における Kiss1R、c-fos、ERα、ERβ の発現
には有意な変動は認められなかった (data not 
shown)。 
  
C-3. ERアゴニストおよびアンタゴニスト新
生児期曝露による初期変化 
 実験④: 脱雌性化量群では、他群とは異なる
FSH 分泌パターンを示し (図 4A)、生後 14 日
における卵巣および子宮重量が対照群に比べ
て有意に低く、21 日においても同様の傾向が
みられた (data not shown)。遅発影響量では、
生後 14 日の卵巣、子宮重量が若干低下してい
たが、21 日では対照群とほぼ同等であった。
卵巣/子宮/膣の組織学的検索において、脱雌性
化量群では卵胞発育の遅延や膣粘膜上皮の角
化細胞出現などが観察された(図 4B)。また、
生後 21 日において 0.002 μg/kg 群を除いた群
で、子宮腺の数が対照群よりも有意に減少あ
るいは減少傾向を示した (図 4C)。 
 脱雌性化量の視床下部前部における Kiss1 
mRNA 発現は、生後 14 および 21 日ともに対
照群に比べて著しく低かった (図 4D)。視床下
部後部においても、生後 14 日における発現量
が対照群に比べて半減しており、雄と類似し
た発現パターンを示した。無影響量および遅
発影響量では、生後 14 および 21 日の視床下
部前部の Kiss1 mRNA 発現は対照群に比べて
大きく低下していたが、生後 21 日では対照群
の発現レベルに近づく傾向がみられた。視床
下部後部においては、両日齢とも対照群と差
はなかった。Kiss1R については、視床下部の
部位、日齢に関わらず、mRNA 発現量に群間
差は認められなかった (data not shown) 
 実験⑤：PPT および DPN 群では生後 14 日
において、卵巣の相対重量の有意な低値がみ
られたが、血清 FSH 濃度 (図 5A)、卵巣/子宮

/膣の組織像、子宮腺の数 (図 5B)に投与によ
る影響はみられなかった。 
 視床下部前部では、PPT 群で Kiss1 mRNA
発現レベルがやや低い傾向がみられたものの、
生後 14 および 21 日ともに、対照群との間に
統計学的有意差はなかった (図 5C)。視床下部
後部における Kiss1 mRNA 発現および Kiss1R
の発現についても群間差は認められなかった 
(data not shown)。 
 
C-4．遅発影響と子宮肥大試験の関連 
 実験⑥：EE 2,000 μg/kg 群では子宮重量が顕
著に低下しており、子宮の発達異常が疑われ
た。遅発影響量である EE 20、200 μg/kg 群で
は、性成熟前における子宮のエストロゲン反
応性に明らかな影響を認めなかった (図 6)。 
 実験⑦：陽性対照 (EE) 群の子宮重量は溶
媒対照群に比べて顕著に増加し、子宮内膜上
皮細胞丈の増加も明らかであった。PPT 群の
子宮重量は、wet weightでは1,000 μg/kgから、
blotted weightでは100 μg/kgから有意な増加を
示した (図 7A)。同様に、子宮内膜上皮細胞丈
も用量依存性に増加し、1,000 μg/kg において
統計学的有意差が認められた (図 7B)。DPN
群では、PPT 群に比べて増加の程度は小さい
が、10,000 μg/kg 群において子宮重量および子
宮内膜上皮細胞丈の有意な増加が認められた。 
 
D．考察 
D-1. ERα/β アゴニストおよび ERα アンタゴ
ニストの新生児期曝露による遅発影響 
 PPT より作用は弱いものの、DPN 群におい
ても性周期停止の早期化が認められた。
PPT+DPN 群における性周期の停止の発現時
期および頻度は、PPT 群とほぼ同等であり、
DPN を併合投与したことによる加算、相乗効
果は明らかではなかった。DPN は ERβ 選択的
アゴニストとして使用されているが (Meyers 
et al., 2001)、ERα への作用が全く無いとは限
らない。実験⑦においてもごく弱いながら
ERα 作用を有することが示され、DPN の新生
児期曝露による性周期停止の早期化に、DPN
の ERα アゴニスト作用が関与した可能性を否
定することはできなかった。最終解剖で認め
られた生殖器の組織学的変化は、先行研究 
(Takahashi et al., 2013) と同様に性周期停止の
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早期化に付随する二次的変化と考えられた。 
 ERα アンタゴニストである ICI の新生児期
曝露は遅発影響として性周期停止の早期化を
起こすことが確認された。これは Pinilla らの
報告と一致する (Pinilla et al., 2002)。ICI は
ERα のアンタゴニストだが、特定の条件下で
はアゴニスト作用を示すとの報告もある 
(Robertson et al., 2001; Alfinito et al., 2008)。新
生児ラットの視床下部では、ICI がアゴニスト
として働いた可能性も考えられるが、詳細な
機序についてはさらに検討が必要である。 
 
D-2. 新生児期エストロゲン曝露が LH サージに
及ぼす影響 
 実験③において、新生児期に EE 20 μg/kg の
曝露を受けた雌ラットでは、加齢ラットと同
様に、LH サージピークの低下および視床下部
前部における Kiss1 mRNA の発現低下が認め
られ、視床下部における排卵制御機能が減弱
している可能性が見出された。視床下部の変
化は性周期異常の発現に先行して生じており、
排卵制御に関わる AVPV のキスペプチンニュ
ーロンが新生児期 EE 曝露の標的の一つであ
ることが示唆された。 
 高用量の PPT、DPN を用いた検討では (実
験①)、LH サージの低下傾向 (PPT+DPN 群)、
発情前期の視床下部前部における Kiss1 
mRNA 発現低下 (PPT 群および PPT+ DPN 群) 
が認められ、EE の場合と同様に排卵誘起機能
が減弱していることが推測された。DPN 10 
mg/kg や EE 0.2 μg/kg においても遅発影響と
して性周期停止の早期化が認められているが、
LHサージおよびKiss1 mRNA発現への影響は
乏しかった。これらの群では性周期停止が起
こる時期が比較的遅く、視床下部の変化が顕
在化するのは性周期停止が起こる 2～3 週前
に限られるのではないかと推測される。 
 
D-3. ERアゴニストおよびアンタゴニスト新
生児期曝露による初期変化 
 実験④において、視床下部前部では最も低
い用量からKiss1 mRNAの発現低下がみられ、
AVPV の Kiss1 発現ニューロンが EE に対して
非常に高い感受性を持つことが示された。視
床下部後部における Kiss1 mRNA 発現は、無
影響量および遅発影響量では変化がみられず、

ARCはAVPVより影響を受けにくいことが示
唆された。 
 脱雌性化量では、視床下部前部の Kiss1 
mRNA 発現が低いまま維持され、視床下部後
部においても生後 14日のKiss1 mRNA 発現が
雄と同レベルに低下していた。これに伴い
FSH 分泌抑制、卵胞および子宮腺の発達抑制、
膣上皮の組織学的変化が生じていると考えら
れ、20～2,000 μg/kg の間に脱雌性化の閾値が
存在すると推測された。 
 無影響量および遅発影響量群においても、
生後 14 および 21 日の視床下部前部の Kiss1 
mRNA 発現は対照群に比べて大きく低下して
いたが、21 日では対照群の発現レベルに近づ
く傾向がみられ、脱雌性化に至らない用量で
は、Kiss1 mRNA の発現低下は発達期における
一時的な変化であると推測された。 
 PPT、DPN、ICI の新生児期曝露 (実験⑤)
では、生後 14 および 21 日の Kiss1 mRNA レ
ベルに群間差は認められなかった。EE では無
影響量でも Kiss1 mRNA の発現低下が認めら
れたこと、性周期の早期停止を起こす用量の
PPT、DPN では Kiss1 mRNA 発現に影響がな
かったことから、発達期における Kiss1 mRNA
の発現低下は性成熟後の性周期停止と直接リ
ンクせず、遅発影響の早期指標には適さない
と考えられた。EE では先行研究においても生
後 14日におけるKiss1 mRNAの発現低下が認
められており(Takahashi et al., 2014)、発達期キ
スペプチンニューロンに対する作用は遅発影
響を起こす物質の中でも異なることが示唆さ
れた。 
 
D-4. 遅発影響と子宮肥大試験の関連 
 新生児期にエストロゲン曝露を受けたマウ
ス・ラットでは、子宮のエストロゲン反応性
や ER α 発現が変化するとの報告があるが 
(Newbold et al., 2004; Takahashi et al., 2014)、今
回の実験条件では、遅発影響量の EE (20, 200 
μg/kg)の新生児期曝露は、性成熟前の子宮エス
トロゲン反応性に明らかな影響をおよぼさな
いことが示された。 
 実験⑦において、DPN 群では程度は小さい
ものの、10,000 μg/kg 群において子宮重量およ
び子宮内膜上皮細胞丈の有意な増加が認めら
れ、in vivo エストロゲン活性を有することが
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示された。したがって高用量の DPN はごく弱
いながら ERα 作用を示すと考えられた。 
 EE、PPT、DPN および ICI の性周期への影
響と照合すると、DPN や ICI のように子宮肥
大試験が弱陽性あるいは陰性であっても EE
や PPT と同様に性周期停止の早期化を起こす
こともあり、子宮肥大試験の結果を遅発影響
の予測に用いるのは難しいと考えられた。 
 
E．結論 
(1) ERβ アゴニストである DPN や ERα アンタ
ゴニストである ICI 182,780の新生児期曝露に
より性周期停止の早期化が認められ、遅発影
響を生じる化学物質は ERα アゴニストに限ら
ない可能性が示唆された。 
(2) 新生児期に EE あるいは PPT の曝露を受
けたラットでは、性周期異常の発現に先行し
て視床下部における排卵制御機能が減弱して
いる可能性が見出され、遅発影響の発現には
排卵制御に関わる AVPV のキスペプチンニュ
ーロンが重要な役割を持つことが示された。 
(3) EE の新生児期曝露では、発達期の視床下
部前部における Kiss1 mRNA の発現低下が認
められたが、PPT、DPN、ICI の新生児期曝露
では Kiss1 mRNA の発現に影響はなく、発達
期における Kiss1 mRNA の発現低下は遅発影
響の発現とは直結しないと考えられた。 
(4) 遅発影響量の EE (20、200 μg/kg) の新生児
期曝露では、性成熟前における子宮のエスト
ロゲン反応性に明らかな影響は認められなか
った。DPN は、ごく弱いながら ERα 作用を有
することが示された。子宮肥大試験と遅発影
響の発現が一致しない場合もあり、子宮肥大
試験の結果を遅発影響の予測に用いるのは難
しいと考えられた。 
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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
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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



58 
 

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。 



60 
 

(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. 
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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 

EE 0 g/kg/day EE 0.08 g/kg/day EE 0.4 g/kg/day 

41 

30 

Kiss1 expressing cells 

Co-expression with ER 

20 

8 

21 

12 

Kiss1 -/- 

B. Kiss1 遺伝子ノックアウトラット 

（Kiss1 の陰性対照） 

C. 成熟ラットの子宮（ERの陽性対照） 



99 

 

0

10

20

0 18 36 54 72 90 108

1-24

0

5

10

15

0 18 36 54 72 90 108

1-25

0

5

10

15

0 18 36 54 72 90 108

1-28

0

5

10

15

20

0 18 36 54 72 90 108

2-24

0

5

10

15

0 18 36 54 72 90 108

2-25

0

5

10

15

20

0 18 36 54 72 90 108

2-29

0

5

10

15

0 18 36 54 72 90 108

3-25

0

5

10

15

20

0 18 36 54 72 90 108

3-31

0

5

10

15

20

0 18 36 54 72 90 108

3-32

 EE 

（g/kg/day） 

0  

0.4  

 



100 

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) 
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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 
 



102 

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 
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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- 

研究分担者：渡辺元  所属 東京農工大学大学院農学研究院動物生命科学部門 
研究協力者：臼田賢人   所属  岐阜大学大学院連合獣医学研究科   

張 浩林  所属 岐阜大学大学院連合獣医学研究科 
            

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. 

 

 

 

 

 

c 

P
er

ce
n

t 
o

f 
ea

ch
 c

yc
le

 (
％

) 

Estrous 
Proestrous 
Diestrous 

b 

40 

10 

20 

0 

30 

A
g

e 
at

 v
ag

in
al

 o
p

en
in

g
  

(d
ay

s)
 

Control 
EE (20μg/kg) 
EE (200μg/kg) 

0 
10 

30 

200 
240 
280 

a 

20 

B
o

d
y 

W
ei

g
h

t 
(g

) 

0 

20 

40 

60 

80 

100 



 117 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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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厚生労働科学研究費補助金 (化学物質リスク研究事業) 
分担研究報告書 (H25-27 総合研究報告書) 

 
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 
 

分担研究課題：新生仔マウスへの Ethynylestradiol 投与が及ぼす発育期と性成熟後(遅発性)の影響 
             〜カルシウム結合タンパク質と GABA 受容体の性差、雌の膣開口と性周期ならび 
               に雌雄の体重変化に及ぼす遅発型影響の観察と評価〜 

 
研究分担者： 氏名 横須賀誠    所属 日本獣医生命科学大学 

     

研究要旨 
[目的]エストロゲン様化学物質の発育期曝露が脳に及ぼす遅発型影響のそのリスクについて客
観的評価基準の確立を目標に、出生 24 時間以内のマウスへの Ethynylestradiol（以下 EE）投与
モデルを用いて、その発育や性成熟後の脳の性差、さらには、行動学的パラメーターに及ぼす影
響の評価を行った。これまでに、成体の海馬歯状回における神経細胞やグリア細胞の成体細胞新
生頻度に影響しないこと、内側視束前野（POA）における Calbindin D-28k(以下 CB)陽性細胞の
分布パターンに認められる性的２型が不鮮明化することなどの所見を得ることに成功してきた。
このプロジェクトの期間中に、CB 含有細胞の性的２型の不鮮明化の基盤を明らかにする検討に
加え、全生涯を通じた発育への影響、成熟雌マウスに対して示す高周波数帯発声（以下 USV）
への影響なども評価して、出生 24 時間以内の新生仔マウスへの高濃度 EE 単回投与が及ぼすリ
スク評価をさらに検討した。さらに、生殖機能制御の中心システムである性腺刺激ホルモン放出
ホルモン（GnRH）の神経活動を制御するキスペプチンへの影響を検討するため、近年、キスペ
プチン分泌の重要な制御システムであることが示されている GABA-B 受容体の遺伝子発現への
検討も試みた。 
[方法]生後 24 時間以内の雌雄マウス（C57BL/6J）に 0.2 µg/kg、20 µg/kgおよび 2,000 µg/kgの
EE、対象群として EE の溶媒であるゴマ油を投与し、一般飼育環境（室温 22℃から 25℃、湿度
40%から 60%）で飼育管理した。体重測定、膣開口、性周期の観察に加えて、超音波の記録解析
装置による USV の記録解析も行った。解析を終了した個体は、（１）免疫組織化学解析を行うた
めに経心臓法にて灌流固定を施して固定脳標本を準備した。内側視束前野（POA）を含む脳切片
標本（厚さ 40µmの連続した冠状断切片）に対して Neu-N、CB、GABA-B 受容体への一次抗体
を用いた免疫組織化学を施して POA における CB 陽性細胞および GABA-B 受容体タンパク質の
分布パターンを評価した。また、（２）RT-PCR によって CB および GABA-B 受容体の視床・視
床下部における遺伝子発現量を相対比較した。 
[結果] 生後 24 時間以内マウスへの EE 単回曝露は発育期でも次のような影響を及ぼすことが明
らかとなった。１）対照群と比べて雌マウスの膣開口時期を早めた。それは投与濃度が高いほど
早期になった。２）生後２週間から３週間の間でのみ、雌では EE 投与において一時的な体重増
加の停滞期が認められた。しかしこの体重増加の停滞は離乳時には解消された。３）発情雌に対
する USV 発声は、雌対照群では認められ無いのに対し EE 投与群では USV 発声を認める雌が存
在した。４）POA での CB 細胞の分布パターンを観察したところ、EE 投与による CB 陽性細胞
数の変化は、脳の構造的な変化を反映したものでは無いことがほ明らかとなった。５）RT-PCR
によって雌では EE 濃度依存的に脳内 CB 遺伝子の上昇が誘導されていることが明らかとなっ
た。しかし、GABA-B 受容体遺伝子への有意な影響は確認されなかった。 
[考察] 出生当日のマウスへの EE 曝露は、(1) 雌の膣開口を早める。(2) 授乳期の雌に一時的な
発育遅延を誘導する。(3) 雌では早期に性周期異常を誘導される。(4) 雌では 5 週齢以降にさら
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なる体重増加が誘導される。(4) 通常は USV 発声しない成体雌が発情雌に対して USV 発声を行
うようになる。(5) POA の形態的変化が誘導されないまま、雌では CB 細胞数の増加が誘導され
る。一方の雄では CB 細胞数の減少が誘導する。(6) 雌では CB 遺伝子数の増加が濃度依存的に
誘導される。(7) GABA-B 受容体遺伝子の出現には明瞭な影響は及ばない。   
 このように、EE のマウス新生仔への単回曝露は、特に雌に対して大きな影響を及ぼすことが
明らかとなった。その神経基盤の一つとして、雌脳における CB 含有神経細胞の「雄性化」が関
与していることが示された。哺乳類の脳の基本形は雌である。脳の性分化の臨界期にある雌脳が
生理条件以上のエストロゲン作用に曝露されると、それが単回（あるいは短時間）の曝露であっ
ても、発育の一時的遅延、さらには生涯にわたっての生理機能異常が誘導されることが本研究で
明らかとなった。 

Ａ．研究目的 
 経口避妊薬として現在も使用されている
Ethynylestradiol （以下 EE ）の発育期マウ
スへの曝露が及ぼす影響とそのリスク評価
を明らかにすることを目的とした。生後24
時間以内の新生仔マウスに単回 EE 投与
（皮下投与）を行って、（１）生涯に渡っ
ての体重変化、膣開口時期、性周期に及ぼ
す影響  （２）発情雌に出会った際に認め
られる100kHzを超える周波数帯発声
（USV）への影響、（３）内側視束前野に
おいて性的二型が認められるカルシウム結
合蛋白質カルビンジン（ CB ）の免疫陽性
細胞分布パターンに及ぼす影響、（４）視
床・視床下部における CB および GABA-B
受容体遺伝子の発現量への影響、を検討し
た。 
 
Ｂ．研究方法 
 新生仔期における化学物質曝露が発達期
と成熟後の性的二型に及ぼすリスク評価を
念頭に研究を行った。生後24時間以内の新
生仔雌雄マウス（C57BL/6J：日本クレアよ
り妊娠動物を購入して日本獣医生命科学大
学の実験動物施設にて出産）にゴマ油（関
東科学  N0.37036-02 ）に溶かした EE を、
1µl マイクロシリンジ（HAMILTON）を用
いて皮下投与した。対象群は溶媒に用いた
ゴマ油を投与した。したがって、実験は雌
雄のゴマ油投与群（対照群 ）、 雌雄
0.2µg/kg 投与群（ EE 0.2 ）、 雌雄 20 µg/kg
投与群（ EE 20 ）、 雌雄 2,000 µg/kg投与群
（ EE2000 ）の計 8 群の間で比較した。    
 全ての動物は、生涯を通じて国内の基準

値として推奨される飼育環境で飼育した。
生後21日目に離乳させ、雌雄別ケージに分
別して継続飼育した。１ケージの飼育数は
４〜５匹とした。全ての動物は出生当日
（Postnatal day 1＝ PD1 ）より一定間隔で体
重測定した。雌は PD10 から外部生殖器を
観察して膣開口が認められるまで確認した。 
 生後８週齢以上に達した動物は超音波測
定装置（Avisoft Ultrasound recorder, Model 
116H. Avisoft Bioacoustics, Berlin, Germany ）
を用いて、発情雌との接触時における発声
（ 100 〜150kHzの超音波：以下、USV）を
記録した。 
 全ての計測を終えたのち、以下の処理を
行った。（１）免疫組織化学染色用に
0.1M リン酸緩衝液（ pH.7.2 ）で調整した
４％パラフォルムアルデヒドを用いて経心
臓法で灌流固定し脳標本を得た。（２）
CB 、 GABA-B 受容体遺伝子の発現量を比
較するために、  RT-PCR 解析脳標本を得る
ために断頭による安楽死を行った後、新鮮
脳を採取した。 
 固定処理した脳標本は、内側視束前野
（POA）の全領域が含まれる領域（ The 
mouse brain, 3rd edition, Academic Press; Figure 
26-38 ）について、凍結ミクロトーム
（Yamato）を用いて厚さ 40µm の連続前頭
断切片として作成した。 Anti-Calbindon 
D-28k （ Rabbit; Swant CB-28a, 2,000 倍希
釈 ）、 Anti-NeuN (mouse) 、 Anti-GABAB 
receptor (Rabbit) による免疫組織化学（二次
抗体としてAlexa 488, Alexa594, Molecular 
Probs-invitrogen を使用）と 0.5% クレシル
紫（ MERCK 1.0693.0100 ）によるニッスル
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染色を施した。 
 標本の観察は、共焦点レーザー顕微鏡
（ Zeiss LSM810 ）および光学顕微鏡
（ Zeiss Axiovision ）にて行った。 
 
（倫理面への配慮） 

動物への薬物投与、体重測定、膣開口確
認、行動観察時の移動などは最低限の拘束
になるように心がけた。灌流固定時には、
ソムノペンチール（ 50mg/kg BW ）の腹腔
内投与で深麻酔して痛覚が無くなったこと
を確認した後に行った。本実験は「日本獣
医生命科学大学実験動物委員会」の審査の
承認を受けて実施された（承認番号
13-69 ） 
 
Ｃ．研究結果 
１） EE 投与による体重変化への影響 
 体重を指標とした発育への影響として、
雌では授乳期間における一時的な発育遅延
が認められた（図 1 ）。 その影響は EE 
2000群において最も顕著であった。この発
育遅延は離乳期までには解消され、その後
の成長には影響しなかった。一方、生後５
週目までは雌雄とも体重の増加パターンの
実験群間による差は観察されなかったが、
雌では EE20 群と2000群において体重のさ
らなる増加が記録された（図 2 ）。  
 
２）雌の膣開口への影響 
 出生当日 EE 投与は、 EE 濃度依存的に
膣開口の時期が早まる影響が認められた。
特に EE2000 群では顕著に認められ、早い
個体では離乳前の18日齢で膣開口する個体
が認められた（図 3A ）。 平均値で比べる
と、 EE 投与群でも投与濃度の高いほど膣
開口が早期になっていた。膣開口時の体重
は高濃度 EE の方がより少ない傾向がある
ことが示された（図 3B ）。  
 
３）離乳後の雌の性周期への影響 
 8 週齢に達した雌個体全てを用いて膣ス
メア像による性周期への影響を観察した。
その結果、対照群雄では生後14週において
は正常な周期性、生後18週にやや周期性に
乱れを生じる個体が出現するものの全ての

個体で周期性を維持していた。一方、 EE
投与群では EE0.2 を含めて全ての群で生後
8 週目において性周期の異常が観察された
（図５ ）。  
 
３）成熟雌のUSV発声 
 超音波測定装置（Avisoft Ultrasound 
recorder, Model 116H. Avisoft Bioacoustics, 
Berlin, Germany ）が設置された観察ケージ
を用いた。最初に、USV測定するする動物
を導入し、装置に馴化させたのち、その後
に正常発情雌を導入し、対面時における
USV発声（ 100 〜150kHz）の有無を確認・
記録した。その結果、対照群雌（Cont）で
はUSVは認められないが、 EE 投与群では
14％〜43％の確率でUSVが認められた。
（図 4 ）。  
 
４）内側視束前野（POA）の Calbindon 
D-28k 免疫陽性細胞の分布について 
 マウスのPOAにおける Calbindon D-28k
（ CB ）免疫陽性細胞の分布は、雄では
POAの中心に CB 陽性細胞の大きな塊が観
察される。一方、雌の同領域ではこのよう
な CB 陽性細胞の集合は観察できない。こ
れを基本形として、新生仔期 EE 投与によ
る成熟後の雌雄マウスPOAにおける CB 陽
性細胞数の分泌パターンの変化を調べた。 
 まず、この CB 陽性細胞の塊は、すべて
神経細胞によって構成されていることが判
明した（図 6 ）。  
 出生当日における EE 単回皮下投与によ
り、雄ではPOAにおける CB 陽性細胞の大
きな塊のピークが EE 投与の濃度依存的に
後方にシフトすることが判明した。一方、
雌では EE 投与によって本来は CB 陽性細
胞の塊が観察されないPOAの後方に、雄型
の CB 陽性細胞の塊として新しく発現する
ことが判明した（図 7 から図10 ）。 一方、
これら CB の変化に伴う脳の組織学変化は
観察できなかった（図 8 から図10 ）。  
 
５）成熟後の視床・視床下部領域の CB お
よび GABA-B 受容体mRNA発現への影響 
 出生当日マウスへの EE 単回投与は、特
に雌の CB 遺伝子の発現量に影響を与える
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ことが明らかとなった。 0.2 µg/kg、 20 
µg/kg 、 2000 µg/kg で比較したところ、濃
度依存的に CB のmRNAの発現量の増加が
認められた（図12 ）。 一方、 GABA-B 受容
体の遺伝子に関しては 1 型と 2 型とも、
EE 投与による影響は、雌雄ともに認めら
れなかった（図 8 ）。  
 
Ｄ．考察 

出生当日マウスへの EE の単回曝露は、
視床下部の CB 含有神経細胞の分布パター
ンの性差を撹乱するばかりでなく、授乳期
の成長や成熟後の雌性周期にも影響を与え
ることが明らかとなった。授乳期における
一過性の発育遅延は、投与した EE 濃度が
高いほど影響が大きく現れた。これらの結
果は、 CB の性差と同様に、 EE 作用容量
が多いほど影響が大きくなることを示して
いる。 

これまでの多くの報告から示唆されるよ
うに、哺乳類の脳は原則的に雌であり、雄
の脳は発育期にエストロゲンとアンドロゲ
ンの作用を受けることで誘導される脳であ
る。本来はエストロゲンの作用を受けない
ことが前提である発育期雌の脳が EE 曝露
によって通常レベルを超えたエストロゲン
作用を受けると、脳の CB 発現パターンが
雄に近づき、生殖器の発達や性周期に大き
な障害を誘導するリスクが存在することを
意味している。発育期におけるエストロゲ
ン様化学物質の曝露は、曝露される容量が
多いほど一過性の発育遅延の誘導と生涯に
渡る脳の性分化異常を誘導するリスクが高
くなることを示している。 

USVによる結果は、雌における影響は
「雄的パターンへの接近」であることが挙
げられる。この影響パターンはPOAにおけ
る CB を指標とした雌雄差への影響と同じ
傾向である。これらの結果は、上述したよ
うに、哺乳類の脳の性は原則的に雌であり、
雄は発育期のステロイドホルモンによって
作られる性であるあることを指示しており、

それ故にエストロゲン作用を持つ EE の発
育期曝露は避けなければならないことを意
味している。 

本研究の結果は、発育期おけるエストロ
ゲン作用を持つ化学物質への曝露は、単回
であったとしても脳内のエストロゲン感受
性の高い脳領域の発達に悪影響を及ぼし、
特に本来は発育期のエストロゲン曝露から
免れているはずの雌がこの作用を受けてし
まうと、大きな影響を受けてしまうことを
示唆している。 
 
Ｅ．結論 

これまで我々は、新生仔期マウスへの
EE 曝露は極めて短い時間で脳内への移動
と濃度上昇を起こし、脳は短時間の EE 曝
露を受けることを明らかとしてきた。この
短時間の脳への EE 作用は、性ステロイド
感受性の高い脳領域である内側視束前野に
CB 神経細胞の分布を生涯に渡って異常を
及ぼすことを示してきた。今回さらに、新
生仔期におけるエストロゲン作用を持つ化
学物質の曝露は、低濃度・短時間であった
としても、特に雌の生殖機能に異常を誘導
する高いリスクを持つことを明らかにした。 
 
Ｆ．研究発表 
シンポジウム「生殖・発生・行動と化学物
質 」、 新生仔マウスへの化学物質曝露が及
ぼす性分化と生後神経新生への影響。第
106 回日本繁殖生物学会大会（府中、東
京） 
 
新生仔マウスの内分泌撹乱物質投与がおよ
ぼすカルシウム結合蛋白質含有細胞の性的
型への影響。第 157 回日本獣医学会学術集
会  講演要旨集、 P331 (2014)  
 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
該当無し 
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図１：新生仔マウスへのEEによる授乳期の体重変化 

誕生後24時間以内に、ゴマ油のみ（対象群：Cont）、Ethynylestradiol（EE）0.2µg/kg（EE0.2）、

EE 20µg/kg（EE20）、EE 2,000µg/kg（EE2000）を投与した雄（Male）と雌（Female）の授

乳期（誕生日：生後１日齢〜生後21 日齢）における体重の平均値の変化。離乳時（生後21

日齢）では雌雄とも群間による差は観察されなかった。しかし、雌ではEE2000群において生

後14日齢での一過性の発育遅延が記録された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２： EE投与が及ぼす生涯の体重変化への影響 

誕生後24時間以内に、ゴマ油のみ（対象群：Cont）、Ethynylestradiol（EE）0.2µg/kg（EE0.2）、

EE 20µg/kg（EE20）、EE 2,000µg/kg（EE2000）を投与した雄（Male）と雌（Female）の体

重の平均値の変化。生後５週目までは雌雄とも群間による明らかな差は観察されなかった。

しかし雌ではEE20群と2000群において体重の増加が記録された。 
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図３：新生仔マウスへのEE投与が及ぼす膣開口への影響。 

EE投与群（EE20とEE2000）において対照群に比べて膣開口を早期に示す個体が多く認められ

た（図A）。（図B）平均値で比べると、EE投与群でも投与濃度の高いほど膣開口が早期にな

っていた。そのため、膣開口時の体重は高濃度EEの方がより低い傾向にあることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４：発情雌との接触におけるEE処置雌マウスのUSV発声 

超音波測定装置（Avisoft Ultrasound recorder, Model 116H. Avisoft Bioacoustics, Berlin, 

Germany）を用いて、発情雌との接触時における高周波数帯発声（100〜150kHz の発声。以

下、USV）の測定。対照群雌（Cont）では USV は認められないが、EE 投与群では 14％〜43％

の確率で USV が認められた。 
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図５：生後８週目以降の膣スメア像（性周期）への影響 

誕生後 24時間以内に、ゴマ油のみ（対象群：Cont）、Ethynylestradiol（EE）0.2µg/kg（EE0.2）、

EE 20µg/kg（EE20）、EE 2,000µg/kg（EE2000）を投与した生後８週、10 週、14 週の雌の膣

スメア像を指標とした性周期の観察。図中の Pは発情前期、Eは発情期、Mはそれ以外（発

情後期、発情前期）を示す。発情前期（P）はオレンジ色、発情期（E）は赤色で示してあ

る。対照群（Cont）はいずれの週齢においても周期性を示していた。しかし、EE 投与群で

は生後８週目において性周期に大きな乱れが観察された。特に、EE2000 群では８週目で連

続発情を示す個体が複数観察された。 
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図６：内側視束前野にみられる Calbindin 免疫陽性細胞の塊は神経細胞である。 

対照群マウスの内側視束前野（POA）における Calbindin（CB）とニューロンマーカーであ

る NeuN の二重免疫組織化学の結果を示す。CB 免疫陽性細胞（紫色）のすべてが NeuN 免疫

陽性細胞（緑色）であることを判る。このことは、POA に認められる CB 免疫陽性細胞の塊

は神経細胞であることを示している。 
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図７：内側視束前野に Calbindin 免疫陽性細胞の分布パターンの解析。 

EE 投与が誘導する成熟後マウス内側視束前野（POA）における Calbindin（CB）免疫陽性細

胞の分布パターンを解析するために、１枚間隔（40µm 間隔）で免疫組織化学を施した切片

とニッスル染色した切片を用いた。緑色が CB の免疫組織化学、白抜きがニッスル染色した

隣接切片。前公連（MnPO）の位置（Bregma +0.14mm）から分界状床核（BST）が現れる位置

（Bregma -0.34mm）の間に含まれる全ての切片を解析した。 
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図８：対照群の内側視束前野（POA）における Calbindin（CB）免疫陽性細胞の分布とニッ

スル染色による脳組織構造。図７に基づいて内側視束前野（POA）の連続切片を示す。 

雄では、POA の前方に CB 免疫陽性細胞の大きな塊が確認できる。一方、雌ではそのような

塊は確認できない。Calbindin シリーズ（緑色写真）は Alexa488 を二次抗体に用いた免疫

組織化学の結果である。中心の紫色の写真は。ニッスル染色による POA の組織構造。雌雄

間で POA における脳の構造的性差（性的二型）は認められないことがわかる。
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図９：新生仔 EE20µg/kg 投与の内側視束前野（POA）における Calbindin（CB）免疫陽性細

胞の分布とニッスル染色による脳組織構造。図７に基づいて内側視束前野（POA）の連続切

片を示す。 

EE20µg投与によって、雄では POA の前方からやや後方に CB 免疫陽性細胞の大きな塊がシフ

トしていることが確認できる。一方、雌では本来は確認できない POA の後方に CB の塊が確

認できる。対照群と同様、雌雄間で POA における脳の構造的性差（性的二型）は認められ

ない。Calbindin シリーズ（緑色写真）は Alexa488 を二次抗体に用いた免疫組織化学の結

果である。中心の紫色の写真はニッスル染色による POA の組織構造。 
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図 10：新生仔 EE2000µg/kg 投与の内側視束前野（POA）における Calbindin（CB）免疫陽性

細胞の分布とニッスル染色による脳組織構造。図７に基づいて内側視束前野（POA）の連続

切片を示す。 

EE2000µg 投与によって、雄では対照群と比較して（図 8）POA の前方から後方に CB 免疫陽

性細胞の大きな塊がシフトしていることが確認できる。一方、雌では本来は確認できない

POA の後方に CB の塊が確認できる。対照群と同様、雌雄間で POA における脳の構造的性差 

(性的二型) は認められない。Calbindin シリーズ（緑色写真）は Alexa488 を二次抗体に用

いた免疫組織化学の結果である。中心の紫色の写真はニッスル染色による POA の組織構造。
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図 11: EE 単回投与によって誘導される内側視束前野の Calbindi（CB）免疫陽性細胞の塊

のピークの後方シフトを示す解析。 

赤の四角は CB 免疫陽性細胞の塊が最もよく観察された切片（CB 細胞の塊のピーク）、オレ

ンジの四角はやや弱い CB 免疫陽性細胞の塊が観察された切片。緑色の四角は CB 細胞の塊

が観察されない切片。EE 投与によって、雄では CB 陽性細胞の塊のピークが EE 投与濃度依

存的に消失している。一方雌では、CB 陽性細胞の塊が EE 投与濃度依存的に POA の後方に出

現している。 
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図 12：EE 単回投与による成熟後の視床・視床下部領域における Calbidin と GABA-B 受容体

（１型、２型）の遺伝子の発現量への影響。 

（A）：Calbindin の mRNA は、雌において、EE の投与濃度依存的に遺伝子の発現量の増加が

認められる。しかし、雄ではやや減少傾向はみられるが、統計学的には変化は認められな

い。（B）GABA-B１型受容体遺伝子は、雌雄差と EE 濃度群による影響は認められない。（B）

GABA-B２型受容体遺伝子に関しても、１型同様に雌雄差と EE 濃度群による影響は認められ

ない。 
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厚生労働科学研究費補助金 (化学物質リスク研究事業) 
分担研究報告書 (H25-27 総合研究報告書) 

 
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 
 

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 

 
研究分担者： 川口真以子  学校法人明治大学 農学部農学科 動物環境学研究室 
研究協力者： 服部達哉   学校法人明治大学 研究・知財戦略機構 
       堀井康行   学校法人明治大学 農学部農学科 動物環境学研究室 
       中村孝博   学校法人明治大学 農学部生命科学科 動物生理学研究室 

溝口康    学校法人明治大学 農学部農学科 動物遺伝資源学研究室 
       小峰千亜希  学校法人明治大学 農学部農学科 動物環境学研究室 
       志賀健臣   学校法人明治大学 農学部農学科 動物遺伝資源学研究室 
     

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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