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研究成果の概要（和文）：本研究では、独自に作製してきた胎生期エストロゲン過剰暴露モデルマウス（ArETG
マウス）やエストロゲン応答レポーターマウスを用いて、脳の性分化における胎生期エストロゲンシグナルの神
経内分泌学的意義や行動学的意義を解明することで、エストロゲン様化学物質の胎生期暴露における発達神経毒
性発現機構の解明とリスクアセスメントへのフィードバックを行うことを目的としている。検討の結果、これま
でマウスの脳の性分化における臨界期は出生以降とされてきたが、雌性ArETGマウスでは脳の組織構造や行動が
雄化、または脱雌化していたことから、マウス脳の性分化は、既に胎生期から始まっていることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：The neural mechanism controlling sexual behavior in mice are sexually 
differentiated by the actions of sex steroids during the critical periods. However the physiological
 significance of fetal estrogen effects on the sexually dimorphic behavior remain poorly unknown. To
 study the direct effect of estrogen exposure in the fetal period on the sexually dimorphic 
behavior, we generated a transgenic mouse expressing EGFP-tagged aromatase, which converts androgen 
to estrogen, specifically in the placenta under the control of murine placental lactogen 2 promoter.
 Mice normally cannot produce estrogen in the placenta because lack of placental aromatase, but 
ArE-TG mice can produce estrogen in the placenta and are exposed to excessive estrogens from the 
placenta in the fetal periods. As a result, we found estrogen responsive positive cells in sexually 
dimorphic nucleus of fetal brain. Our findings suggest that the prenatal actions of estrogen may be 
involved in the sexually dimorphic behavior.
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１．研究開始当初の背景 
性分化には生殖器の性分化と脳の性分化

がある。性分化のステージは、生殖腺が精巣
や卵巣に分化する１次性決定と、生殖輸管の
分化、外生殖器の形成および脳の性分化を誘
導する２次性決定の２つのステージに分け
られる。哺乳類の性分化は基本的に雌への分
化が“デフォルト”であり、ここに雄化のシ
グナルが入ると雄に分化する。生殖器の１次
性決定では性決定遺伝子であるSry等の発現
により誘導され、２次性決定は分化した精巣
から産生されるテストステロンにより誘導
される。一方でエストロンやエストラジオー
ルは２次性決定がある程度進んだ段階で卵
巣から産生されると考えられており、テスト
ステロンと比較すると生殖器官形成の初期
段階における重要度は高くないとされてい
る。これに対し、脳の性分化は性染色体には
依存せず、分化した生殖腺（精巣）から２次
性決定時に分泌されるテストステロンによ
り誘導される。このことは性染色体が XX 型
の個体にテストステロンを投与すると脳が
雄化したり、逆に XY 型の個体を去勢すると
脳が雌化することからも明らかである。また
テストステロンが脳の性分化に影響を与え
るのは、胎生期や発達期のごく限られた時期
（臨界期）だけであり、これ以外の時期に作
用しても脳の性分化には影響を与えない。し
かし脳の性分化においては、アンドロゲンシ
グナルに加え、エストロゲンシグナルも大き
く関わっている可能性が示唆されている。特
に齧歯類の脳では、血液脳関門を通過したテ
ストステロンが脳内のアロマターゼにより
E2 に変換され、これが雄化の引き金を引い
ているとされている（アロマターゼ仮説）。
したがって胎生期のエストロゲン様化学物
質の作用点は、生殖器官形成よりもむしろ脳
に焦点を置いて検討すべきであると考えら
れる。 
一方で昨今、問題となった内分泌かく乱化

学物質問題においては、一部の化学物質が微
弱なエストロゲン様作用しか示さないにも
関わらず、胎生期に暴露すると一日許容摂取
量（ADI）よりも低い用量で脳神経系に影響
を与える可能性がマウス等の動物実験によ
り懸念されている。しかし現在のところ、脳
の性分化の臨界期はマウスでは出生以降と
されており[1]、この定説からするとマウスで
は胎生期にエストロゲン様化学物質に暴露
しても、胎仔脳に対する直接的な影響はない
ということになる。 
 
２．研究の目的 
既に我々は、胎盤特異的プロモーター制御

下でアロマターゼと EGFP の融合蛋白質
（ArE）を胎盤特異的に発現させたトランス
ジェニック（ArETG）マウスを作製し、母体
への影響を最小限に留め、胎児にのみ高濃度
のエストロゲンを暴露できる胎生期エスト
ロゲン暴露モデル系を構築している。本研究

ではこの ArETG 仔マウスと独自に作製した
エストロゲンシグナル応答性の E-Rep マウ
スを用いて、胎生期エストロゲン暴露仔マウ
スの繁殖期における性依存的行動や社会的
行動性等への影響、及び脳の性特異的神経核
（性的二型核）形成への影響を検討すること
で、胎生期のエストロゲンシグナル依存的に
規定される行動や脳の組織形成部位を同定
する。 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物 
 ArETG マウスは、BALB/c 系マウスと戻し
交配を行った F7～F10 世代のマウスを用い
た。E-Rep マウスは、ICR 系マウスと交配し
て系統維持を行っているものを使用した。
ArE／E-Rep-TG マウスは、ArETG マウスと
E-Rep マウスを交配して得られたものを使
用した。マウスの飼育は、温度 23 ± 2°C 、
湿度 50% ± 10%、明期 12 時間暗期 12 時間
の明暗周期下で飼育し、水と餌は自由に摂食
させ、本研究におけるすべての動物実験は、
「岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会」
と「岐阜薬科大学バイオセーフティー委員
会」の承認を得た後、十分な動物愛護の配慮
下で行った。 
 
（２）脳組織の組織学的解析 
 12 週齢のマウスから脳を摘出し、4% パラ
ホルムアルデヒド液にて固定後、OTC コンパ
ウンドを用いて包埋し、凍結ブロックを作製
した。クライオスタットを用いて薄切切片を
作成した後にスライドガラスに伸展させ、ク
レシルバイレット染色を行った。性的二型核
の体積および神経細胞数の測定は、CCD カ
メラに接続した光学顕微で得られた顕微鏡
写真デジタル画像を画像ソフトウェア使用
して測定した。 
 
（３）攻撃行動試験 
 性腺を摘出して一週間馴化させた後に、テ
ストステロンプロピオネートカプセルを背
部に埋め込んだ。カプセル投与後 3、6、9 日
後に、嗅球を除去したサンドバッグマウスに
対する攻撃行動を 15 分間観察することで評
価した。 
 
（４）性行動試験 
 雌性マウスの性腺を摘出して一週間馴化
させた後に、安息香酸エストラジオール（EB）
を背部に背部皮下に1日1回3日間投与した。
最終投与日にはプロゲステロンも同時に投
与し、その 4～6 時間後に雄性マウスに対す
る 30 分間の性行動試験を行った。 
 
（５）脳におけるエストロゲンシグナルの検
出 
 ArETG マウスと E-Rep-TG マウスを交配
させて得られた妊娠マウスについて、胎齢 18
日で胎仔の脳を摘出し、4% パラホルムアル



デヒド液にて固定後、パラフィン包埋を行っ
た。ミクロトームを用いて薄切切片を作成し
た後にスライドガラスに伸展させ、抗 myc
タグ抗体を用いて免疫組織化学染色を行っ
た。陽性細胞数の測定は、CCD カメラに接
続した光学顕微で得られた顕微鏡写真デジ
タル画像を画像ソフトウェア使用して測定
した。  
 
４．研究成果 
（１）胎生期エストロゲン暴露が成熟期の性
的二型核の形成に与える影響 

脳の形態学的に性差を示す神経核（性的二
型核）の形成に与える胎生期エストロゲンシ
グナルの影響を検討するために、繁殖期の
ArETG 雌雄マウスの性的二型核について形
態学的解析を行った。マウスの代表的な性的
二型核である前腹側脳室周囲核や分界条床
核の組織像を検討したところ、雌性 ArETG
マウスの前腹側脳室周囲核の神経核の大き
さ（容積）、構成ニューロン数が雄様に変化
していた。 

 
（２）胎生期エストロゲン暴露が繁殖期の攻
撃行動に与える影響 

アンドロゲン誘導性の攻撃行動の解析を
行った。通常の雄性マウス（雄型の脳）はア
ンドロゲン依存的に攻撃性が増すが、雌性マ
ウス（雌型の脳）ではそのような反応が見ら
れない。雄性 ArETG マウスでは、雄性野生
型（WT）マウスと比較して特に変化は認め
られなかったが、雌性 ArETG マウスにアン
ドロゲンを投与すると、雌性 WT マウスと比
較して攻撃行動が有意に上昇した。これらの
結果は、雌性 ArETG マウスでは脳が一部雄
化している可能性が考えられた。 

 
（３）胎生期エストロゲン暴露が繁殖期の性
特異的行動に与える影響 
雌性マウスについて、性行動の解析を行っ

た。雄性 ArETG マウスの性行動は、雄性
WT マウスと比較しても特段の違いは認めら
れなかった。一方で雌については、繁殖期に
性腺を取り除いても、エストロゲンとプロゲ
ステロン投与により発情して雄を受け入れ
る性行動が認められる。しかし雌性 ArETG
マウスにおいては受け入れ行動がほとんど
認められず、行動の脱雌化が認められた。 

 
（４）胎生期の脳におけるエストロゲンシグ
ナルの検出 

ArETG マウスと E-Rep マウスを交配させ
て得られる ArE／E-Rep-TG マウスを用いて、
胎生期の脳におけるエストロゲンシグナル
伝達について性的二型核を中心に詳細な解
析を行った。その結果、エストロゲンシグナ
ルに対して胎生期から性的二型性を示す部
位が存在することが明らかとなり、また雌性
ArETG 胎仔の脳では雄型のパターンを示す
こことが確認された。さらに合成エストロゲ

ンであるジエチルスチルベステロールをエ
ストロゲンレポーター妊娠マウスに投与し
た際にも、胎仔脳でエストロゲンシグナルが
確認された。このことから、脳の性分化の臨
界期は既に胎生期から始まってと考えられ
るとともに、妊娠期において外来的にエスト
ロゲン様化学物質に曝露された際にも、脳の
性分化に影響がおよぶ可能性が示唆された。 
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