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研究成果の概要（和文）：　生体における生殖機能調節システムに対する性ホルモン様環境化学物質の作用機構を明ら
かにするために、新生仔期に合成エストロゲンを投与された成熟メスマウスにおける脳下垂体前葉ホルモン遺伝子とタ
ンパク発現を調べた。その結果、性腺刺激ホルモン産生に関してオス、メスの中間型の傾向を示すことが明らかとなっ
た。さらに、卵巣除去すると卵巣からの抑制が解除されたことから、卵巣による制御も受けていることも分かった。各
器官における遺伝子発現変化を調べるために、新生仔マウスに合成エストロゲンまたは合成アンドロゲンを投与し、視
床下部と生殖腺における遺伝子発現変化を網羅的に調べ、機能解析のために器官培養系を確立した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the effects of endocrine disruptors on the 
hypothalamus-pituitary-gonad axis, LH-secreting gonadotropes and the expression of genes involved in the 
synthesis and secretion of gonadotropins in the anterior pituitary of neonatally diethylstilbestrol (DES) 
mice were examined. The percentage of LH-secreting gonadotropes in the medial area of 90-day-old neoDES 
females was significantly lower than that of 90-day-old neoOil females. Ovariectomy increased the 
expression of the alpha subunit of glycoprotein hormones, FSH beta subunit and Lhb subunit both in neoOil 
and neoDES females, suggesting that the anterior pituitary of neoDES female mice is regulated by ovarian 
hormones via negative feedback. These results suggest that LH-secreting gonadotropes in the female mice 
are not only directly affected by neoDES but also are influenced by the masculinization of the 
hypothalamus. That is, neonatal DES exposure can masculinize or defeminize the hypothalamus of female 
mice.
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１．研究開始当初の背景 
(1) エストロゲン受容体にはα型とβ型があ
り、それぞれのノックアウトマウスを用いた
解析から、通常のエストロゲン作用はα型を
介していることが分かっている。一方β型は、
卵巣、前立腺に多く発現しているが、その生
理的機能については未解明である。 
 
(2) 出生前後のマウスへ性ホルモンや環境化
学物質を投与すると、卵巣において多卵性卵
胞の多発、間質組織の肥厚、膣上皮の不可逆
的増殖、子宮上皮の重層扁平化などが引き起
こされる。 
 
(3) エストロゲン受容体ノックアウトマウス
を用いたこれまでの解析から、出生直後の性
ホルモン投与による多卵性卵胞の誘導には
エストロゲン受容体βが、卵胞成長の抑制に
はエストロゲン受容体αが関与しているこ
とが明らかになっている。 
 
(4) 一方、エストロゲン受容体αを介して脳
下垂体や視床下部の機能低下が引き起こさ
れた結果、卵巣におけるステロイド合成能が
低下して間質細胞に脂肪滴が貯留していく
ことを見いだした。このとき、脳下垂体前葉
での黄体ホルモン遺伝子の発現量は減少し
ていた。 
 
 以上の結果より、新生仔期のマウスに性ホ
ルモンを投与すると、①エストロゲン受容体
α、βを介した直接的影響と、②エストロゲ
ン受容体αを介した脳下垂体や視床下部の
機能低下による間接的な生殖機能への影響、
の 2 つがあることが分かった。 
 
２．研究の目的 
 新生仔期の性ホルモン、環境化学物質投与
がマウス視床下部−脳下垂体−生殖腺軸に与
える影響を個体レベルで理解するために、エ
ストロゲン受容体 α、βそれぞれを介した作
用を、ノックアウトマウスを用いて解析する。
性ホルモン、環境化学物質投与後の遺伝子発
現変化を、各器官ごとに網羅的に解析し、い
くつかの遺伝子については DNA メチル化状
態を調べる。以上の研究により、生体におけ
る生殖機能調節システムに対する性ホルモ
ン様環境化学物質の作用機構を、エピジェネ
ティクスの観点も含めて統合的に解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)環境化学物質を新生仔期エストロゲン受
容体 α またはβノックアウトマウスに投与
し、視床下部−脳下垂体−生殖腺における遺伝
子発現、形態学的な影響を、各器官ごとに網
羅的に調べる。これにより、エストロゲン受
容体 α、β それぞれを介した作用を遺伝子
レベル、形態的レベルで明らかにする。 
 
(2)合成エストロゲン投与により卵巣、膣に

おいてインヒビンの高発現が誘導される。ヒ
ト前立腺ガンではインヒビン遺伝子のプロ
モーター領域のDNAメチル化状態に変化が生
じていることが報告されているため、インヒ
ビンプロモーター領域のDNAメチル化状態を
調べる。また、(1)で変化した遺伝子のうち、
エピジェネティックな制御を受けている可
能性のある遺伝子について、プロモーター領
域の DNA メチル化状態を解析する。これによ
り、環境化学物質が特定の遺伝子に対し、エ
ピジェネティックな影響を及ぼしているの
かを明らかにする。 
 
(3)環境化学物質投与による影響は直接的作
用か、間接的作用かの解析 
 環境化学物質を投与された新生仔マウス
の脳下垂体、生殖腺を正常マウスの腎皮膜下
に移植し、正常環境下での形態的変化や遺伝
子発現量を経時的に調べる。また、脳下垂体
や卵巣の器官培系に環境化学物質を添加し、
in vitro での形態的変化、遺伝子発現変化を
調べる。これにより、環境化学物質による作
用を、直接的、間接的、両方の作用、の 3つ
に分類する 
 
４．研究成果 
(1)合成エストロゲンまたは合成アンドロゲ
ンを新生仔期マウスに投与し、視床下部と生
殖腺における遺伝子発現変化を網羅的に調
べた。いくつかの候補遺伝子群について、エ
ストロゲン受容体 α またはβノックアウト
マウスを用いて発現変化を調べた。さらに、
合成エストロゲン投与による卵巣内の遺伝
子発現変化のうち、Notch シグナリングおよ
び HH シグナリングの役割について、新生仔
マウス卵巣の器官培養系を用いて調べた。こ
れらのシグナリングを阻害すると多卵性卵
胞が誘導されることが報告されているが、合
成エストロゲンとの関連は不明であった。器
官培養した新生仔マウス卵巣に合成エスト
ロゲンを添加してNotchシグナリングおよび
HH シグナリングの活性化を調べたところ、有
意な遺伝子発現変化は認められなかった。一
方、Notch シグナリング阻害剤の添加では多
卵性卵胞は誘導されなかったが、HH シグナリ
ングの阻害剤添加により多卵性卵胞は有意
に増加した。以上の結果から、合成エストロ
ゲンの下流に Notch シグナリングおよび HH
シグナリングが存在する可能性は低いが、HH
シグナリングは独自の経路によって多卵性
卵胞を誘導することが分かった。 
 
(2)インヒビンα鎖遺伝子について、器官培
養したマウス新生仔卵巣に合成エストロゲ
ンを添加したところ、生体に投与した時と同
様に発現量が増加した。またこの作用は、エ
ストロゲン受容体βノックアウトマウス卵
巣を用いた器官培養系では起きなかったこ
とから、合成エストロゲンはエストロゲン受
容体βを介してインヒビン α 鎖遺伝子の発



現変化を引き起こすことが分かった。しかし、
培養液へインヒビンまたはアクチビン受容
体拮抗剤を添加した後に、正常マウス腎皮膜
下に移植しても多卵性卵胞は誘導されなか
ったことから、インヒビンの高発現と合成エ
ストロゲン曝露による卵胞形成の攪乱およ
び多卵性卵胞誘導との関係は不明である。 
 
(3)成熟マウス脳下垂体前葉において、性腺
刺激ホルモンの産生は新生仔期の合成エス
トロゲン投与により抑制傾向にあった。これ
までの報告から、新生仔期に合成エストロゲ
ンを投与されたメスマウスの視床下部はオ
ス型となっていると考えられていたが、脳下
垂体前葉ホルモン産生の傾向は、オス、メス
の中間型であった。さらに、正常マウスと同
様に、卵巣除去すると卵巣からの抑制が解除
されたことから、卵巣による制御も受けてい
ることが明らかとなった。また脳下垂体前葉
の器官培養系も確立し、合成エストロゲンに
よる性腺刺激ホルモンの遺伝子に対する直
接的な影響も明らかにした。さらに、卵巣の
ステロイド合成に関する酵素の発現調節機
構を調べるために、卵巣莢膜細胞の初代培養
系を確立し、脳下垂体ホルモンによる遺伝子
発現変化を in vivo と in vitro の両方で解
析したところ、in vivo では hCG により抑制
されるのに対し、in vitro では LH による発
現増加が続いていた。これらの結果は、卵巣
における脳下垂体前葉ホルモンによるステ
ロイド合成調節機構において、莢膜細胞と顆
粒膜細胞の密接な相互作用があることを示
している。 
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