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研究成果の概要（和文）：　マウス視床下部における新生仔期の性ホルモン投与の作用メカニズムを理解するた
めに、出生直後に合成エストロゲンを投与された雌マウス視床下部における遺伝子発現変化を網羅的に調べたと
ころ、多くのGタンパク共役型受容体 (GPR) 経路に関わる遺伝子群の発現量の変動を見いだした。また、マウス
視床下部弓状核においてGnRHのパルス発生機構に関与していると考えられているニューロキニンBについて、出
生直後の性ホルモン投与による影響を免疫組織化学染色法により調べたが、対照群と比べて大きな変化はなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：In the mouse ovary, neonatal exposure to estrogens or endocrine disruptors 
result in reproductive abnormalities including anovulation, hypertrophy-hyperplasia of the 
interstitial tissues and induction of polyovular follicles due to the alterations of 
hypothalamus-pituitary-axis. Our previous reports show that neonatal diethylstilbestrol (DES) 
exposure causes defeminization in the hypothalamus of female mice, however, the regulation of the 
pituitary gonadotropins is different from that in male mice. To investigate the effects of neonatal 
exposure to DES on the hypothalamus, immunohistochemistry of neurokinin B and estrogen receptor α 
was performed in DES-treated mice. In addition, microarray analysis revealed that neonatal DES 
treatment induced changes in the gene expression of the hypothalamus. 

研究分野： 生殖生物学

キーワード： エストロゲン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 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、視床下部−脳下垂体系
の恒久的な変化に伴い無排卵となり、多卵性
卵胞の多発や卵巣間質組織の肥厚などが引
き起こされる。性ホルモンや環境化学物質は、
エストロゲン受容体(ER)α を介して視床下部
の脱雌性化を引き起こし、その結果、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（1）。一方、脳下
垂体前葉での黄体ホルモン遺伝子の発現量
は、正常メスだけでなく正常オスよりも減少
していた（2）。さらに、卵巣を除去するとゴ
ナドトロピン遺伝子の発現は増加したこと
から、卵巣によるネガティブフィードバック
機構は働いていると考えられる（2）。以上の
ことから、新生仔期に性ホルモンを投与され
たメスマウス視床下部は、正常なオス型とも
異なる性質（中間型）を持つと考えられる。 
 キスペプチンシステムはGnRHニューロン
を制御していると考えられており、出生直後
のエストロゲン様化学物質投与により、メス
視床下部弓状核と前腹側室周囲核における
キスペプチンの発現量が減少しオス型に近
づくことが分かっている（3）。また、視床下
部へのエストロゲン様化学物質投与は、ER
を介してキスペプチン発現量に影響を及ぼ
すことが分かっている（3）。一方 ERβ 型は、
卵巣、前立腺に多く発現しているが、新生仔
期視床下部において発現量に性差があるこ
とが報告されていることから（4）、性ホルモ
ンや環境化学物質は、ERβ を介して視床下部
に作用する可能性も考えられる。 
 
２．研究の目的 
 エストロゲン様作用をもつ環境化学物質
曝露による生殖機能中枢への影響を明らか
にすることを目的として、次の 2 つの実験を
行う。 
（1）新生仔期に性ホルモンを投与されたメ
スマウス視床下部におけるキスペプチンの
発現量変化や経時的変化を調べる。 
（2）新生仔期に性ホルモンを投与されたメ
スマウス視床下部は、正常オスマウスとも異
なる中間型の性質をもつ可能性があるため、
視床下部において、ERα、ERβ それぞれを介
した作用を網羅的に解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）新生仔期マウスへの性ホルモン投与に
よる視床下部神経内分泌細胞の形態、性的二
型核への影響を調べるために、マウス新生仔
へ合成エストロゲンを投与し、3 ヶ月齢で脳
を固定し、パラフィン切片を用いたエストロ
ゲン受容体アルファおよびニューロキニン B
の免疫組織化学染色を行った。 
（2）マウス視床下部における新生仔期の性
ホルモン投与の作用メカニズムを理解する
ために、出生直後に合成エストロゲンを投与
された 5 日齢の雌マウス視床下部から RNA

を抽出し、マイクロアレイにより網羅的な遺
伝子発現変化を調べ、無処理マウスと比較し
た。 
（3）出生直後に合成エストロゲンを投与さ
れた 5 日齢の雌マウス卵巣から RNA を抽出
し、マイクロアレイにより網羅的な遺伝子発
現変化を調べ、無処理マウスと比較した。 
 
４．研究成果 
（1）マウス視床下部弓状核では、キスペプ
チンニューロン細胞体がニューロキニンBお
よびダイノルフィンを共発現しており、これ
らの神経ペプチドがGnRHのパルス発生機構
に関与していると考えられている。そこで、
弓状核におけるニューロキニンBに対する出
生直後の性ホルモン投与による影響を調べ
た。3 ヶ月齢の正常メスマウスを用いて、パ
ラフィン切片を用いた ERおよびニューロ
キニン B の免疫組織化学染色法を確立し、視
床下部弓状核において ERおよびニューロ
キニン B の陽性細胞を確認した。次に、出生
直後に合成エストロゲンを投与されたマウ
ス視床下部について、免疫組織化学染色を同
様に行ったが、ニューロキニン B の染色像に
大きな変化はなかった。 
 また、キスペプチン遺伝子プロモーター下
流に GFP を導入した遺伝子改変マウスの作
製を行った。 
 
（2）マイクロアレイにより雌マウス視床下
部における遺伝子発現変化を網羅的に解析
した結果、成熟マウスへのエストロゲン投与
（5）や出生日の単回投与（6）の結果とは全
く異なり、多くの G タンパク共役型受容体 
(GPR) 経路に関わる遺伝子群の発現量が変
動していた。また、いくつかの転写因子の発
現量が変化していたが、Kiss1 遺伝子の発現
は変化していなかった。新生仔期メスマウス
視床下部において、性ホルモン投与直後に発
現が変化した遺伝子のなかに、脱雌性化に関
与するものが含まれていると考えられる。 
 
（3）出生直後のマウスに合成エストロゲン
または溶媒を投与し、卵巣における遺伝子発
現の変動を網羅的に解析したところ、1.5 倍
または 1/2 以下に変動する遺伝子を多数見い
だした。また約 50 種類の転写因子および転
写調節因子の発現変動を見いだした。さらに、
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。その結果、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。また、卵
母細胞のアポトーシスに関わる因子につい
て、新生仔マウス卵巣の器官培養系を用いて
阻害剤添加により調べたところ、合成エスト
ロゲン投与により卵母細胞のアポトーシス
が抑制される際に関与するカスパーゼの候



補を見いだした。さらに、新生仔期マウスに
ERβ のアゴニストを投与したところ、多卵性
卵胞が誘導されることを見いだした。これら
の結果から、出生直後のマウス卵巣において、
合成エストロゲンは顆粒膜細胞に存在する
ERβ を介して卵細胞のアポトーシスを抑制、
遺伝子発現を変化させることにより、卵母細
胞－体細胞間相互作用をかく乱し、多卵性卵
胞を誘導していると考えられる。この作用は
卵巣に直接的であり、視床下部—脳下垂体系
の変化によるものではないことが明らかと
なった。 
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