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研究成果の概要（和文）：本研究は、哺乳類において発達期の脳へのエストロゲンの感作が、生涯にわたり生殖
機能を抑制する脳内プログラミング機構の解明を目的とした。出生直後（脳の発達期）の雄ラットに、エストロ
ゲンを慢性的に感作させることにより、成長後も性成熟せず不可逆に生殖機能が抑制されること、さらにこの生
涯にわたる生殖機能停止が、生殖中枢である弓状核キスペプチンニューロン（KNDyニューロン）におけるキスペ
プチン遺伝子（Kiss1）ニューロキニンB遺伝子（Tac3）、ダイノルフィン遺伝子（Pdyn）の特異的かつ不可逆な
消失に起因することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Exposure to estrogen-like compounds during the developmental period often 
causes improper hypothalamic programming, thus resulting in reproductive dysfunction in mammals. The
 present study showed that exposure to exogenous estrogen during the neonatal period caused an 
irreversible suppression of kisspeptin gene expression in the arcuate nucleus (ARC), resulting in 
reproductive dysfunction, such as smaller gonads and profound suppression of luteinizing hormone 
(LH) pulses in adult male rats. LH secretory response to kisspeptin challenge and 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) expression were spared in male rats treated with neonatal EB, 
suggesting that the LH pulse suppression is due to ARC kisspeptin deficiency. Taken together, this 
study indicates that exposure to estrogenic chemicals in the developing brain causes a defect of ARC
 kisspeptin neurons, resulting in an inhibition of pulsatile GnRH/LH release and the failure of 
reproductive function in mammals.

研究分野： 家畜繁殖、生殖科学，神経内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類において、発達期の脳へのエストロゲン様化学物質の感作が生涯にわたり生殖機能を抑制することが知ら
れる。本研究では、新生児期のラットにエストロゲンを投与すると脳内弓状核のキスペプチンニューロン（哺乳
類の生殖中枢）におけるキスペプチン遺伝子（Kiss1）発現を不可逆かつ特異的に抑制し性腺刺激ホルモンが著
しく抑制されることを明らかとし、生涯に渡る生殖機能抑制がこのKiss1発現抑制に起因することを明らかにし
た。本成果は、ヒトや家畜に見られる視床下部性の生殖障害の原因のひとつを解明した点で、社会的・学術的に
大きな意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
国内外において、ウシの初回受胎率の低下が解決すべき喫緊の課題となっている。ウシの繁殖

低下の要因として「視床下部性の生殖機能不全」が約４割をしめるが、その原因の少なくとも一
部は、発達期の脳への外的環境因子の影響が生涯にわたり繁殖中枢の機能を低下させることに
起因すると考えられる。その原因のひとつとして、発達期におけるエストロゲン様物質（いわゆ
る環境ホルモン）の感作が考えられ、この問題はヒトにおける中枢性の生殖障害の原因の解明に
も資する課題である。 
哺乳類の生殖機能は、視床下部に局在するキスペプチンニューロンにより制御される。キスペ

プチンニューロンは、性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）ニューロンからの GnRH 分泌
を第一義的に促進することにより、哺乳類の生殖機能を制御すると考えられている。このことは、
キスペプチン遺伝子（Kiss1）をノックアウトした雌雄ラットにおいて性成熟が起こらず性腺が
著しく萎縮し、性腺刺激ホルモン（黄体形成ホルモン（LH）や卵胞刺激ホルモン（FSH））分泌
が著しく抑制されることから明らかである。特に、視床下部弓状核に局在するキスペプチンニュ
ーロンは、雌雄における GnRH/LH パルス状分泌を制御する卵胞発育および精子形成、性ステ
ロイドホルモン合成を制御する中枢であり、前腹側室周囲核（AVPV、動物種によっては視索前
野）に局在する同ニューロンは、雌において GnRH/LH サージを制御する排卵中枢であると考
えられている。弓状核のキスペプチンニューロンには、ニューロキニン B（NKB）およびダイ
ノルフィン A（Dyn）の２つのペプチドが共発現することから、頭文字を取って KNDy ニュー
ロンとも呼ばれ、卵胞発育/精子形成に必須の GnRH/LH パルスジェネレータであるとの説が有
力である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、哺乳類において発達期の脳への性ステロイドホルモン（エストロゲン）の感作が、

生涯にわたり生殖機能を抑制するメカニズムの解明を目指し、発達期のエストロゲンが Kiss1 発
現を特異的かつ不可逆に抑制するプログラミング機構を解明することを目的とする。具体的に
は、発達期の脳へのエストロゲン様物質の投与が脳内の Kiss1 発現に及ぼす効果、および性腺刺
激ホルモン分泌、性腺での配偶子形成に及ぼす効果を検討し、エストロゲンが Kiss1 遺伝子特異
的に抑制効果を有するか否かを検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

Wistar-Imamichi 系雄ラットをモデルとして用いた。雄出生直後（脳の発達期）の雄ラットに、
エストロゲン（estradiol benzoate, EB）を 10日間毎日投与し、それらの個体が 9〜11週齢に達し、
成熟した後に生殖機能を評価するための実
験に供した。動物を去勢し、発達期の EB投
与による精巣での精子形成に及ぼす影響、パ
ルス状 LH 分泌とテストステロン分泌に及ぼ
す影響、および脳内の Kiss1 発現およびその
他の神経ペプチド遺伝子発現に及ぼす影響
を検討した。 
１） 精巣のパラフィン切片を用い、定法に従って染色し、精巣を組織学的に検討した。 
２） 去勢時に採血した血液を用いてテストステロン濃度を測定した。去勢２週間後に頚静
脈から右心房にシリコンカテーテルを留置し、翌日パルス状 LH 分泌をみるため３時間６
分間隔で採血し血中 LH濃度を RIA により測定した。 

３） 去勢２週間後に、動物の脳を還流固定した。視床下部を含む領域の切片を作製し、免疫
組織化学によりキスペプチン発現を、in situ hybridization (ISH)法により Kiss1 発現を可視化
した。さらに、弓状核の Kiss1 および KNDy 遺伝子、すなわち NKB 遺伝子（Tac3）、Dyn 遺
伝子（Pdyn）およびキスペプチン受容体遺伝子（GPR54）発現を RT-PCR法により定量解析
した。加えて弓状核に発現する非 KNDy ニューロンの神経ペプチドとして、成長ホルモン
放出ホルモン遺伝子（Ghrh）、プロオピオメラノコルチン遺伝子（Pomc）および Agouti-Related 
Peptide 遺伝子 (Agrp)の発現を ISH により可視化した。 

４） 新生仔期 EB 投与群における LH 分泌の抑制がキスペプチンの抑
制によることを検討するために、外因性のキスペプチンを静脈内に投
与し、LH 分泌の回復がみられるかどうかを確認した。さらに、新生
仔期の EB投与により脳内の GnRH 発現への効果を確認した。 

 
４．研究成果 
１）新生仔期に EB投与した雄ラット群において、
顕著な精巣の萎縮が認められ（右図左）、精細管に
おける精子形成が、溶媒を投与した対照群（Vehicle）
と比べて著しく抑制された（右図右）ことから、発
達脳へのエストロゲン感作が生涯にわたり生殖機
能を抑制することが明らかになった。 
 



２）新生仔期に EB投与した雄ラット群に
おいて、血中のテストステロン（T）濃度
が著しく低下し、その濃度は対照群
（Vehicle）に比べて有意に低下した（右図
左）。また、新生仔期 EB投与群において、
パルス状 LH 分泌が顕著に抑制され、平均
血中 LH濃度、LH パルス頻度、LH パルス
振幅が、対照群に比べて有意に抑制され
た。これらのことから、発達脳へのエスト
ロゲン感作による不可逆な性腺機能抑制
は、下垂体からの性腺刺激ホルモン分泌の抑制、ひいては精巣
からのテストステロン分泌抑制に起因することが示唆された。 
 
３）新生仔期 EB投与群にお
いて、弓状核におけるキスペ
プチンおよびKiss1発現が顕
著に抑制された（右図左）。
さらに、弓状核ににおける
Tac3およびPdyn発現もまた
顕著に抑制され、これらの
KNDy ニューロンを構成す
る３遺伝子発現細胞数は、対
照群と比べて有意に減少し
た。この結果から、発達脳へ
のエストロゲン感作により、
弓状核KNDyニューロン（キ
スペプチンニューロン）が不
可逆に抑制されることが明
らかとなった。一方で、新生
仔期での EB投与は、弓状核における Ghrh、Pomc、および Agrp 遺
伝子発現に影響を及ぼさず（右図右）、これらの遺伝子発現細胞数
は、対照群と有意な違いはなかった。また新生仔期での EB 投与
は、弓状核での GPR54 発現に対して有意な効果は示さなかった。
これらの結果から、発達脳へのエストロゲン感作による顕著な LH
分泌抑制は、弓状核における KNDy ニューロン特異的に、同ニュ
ーロンにおける遺伝子発現を不可逆に抑制することに起因するこ
とが明らかになった。 
 
4）新生仔期に EB を投与したラットおよび溶媒投与対照群（Vehicle）
に外因性のキスペプチンを投与した結果、EB 投与群において LH の顕
著な増加が認められた（右図）。興味深いことに、対照群では高用量の
キスペプチン投与により LH 分泌は有意に増加した一方で、EB 投与群
では低・高用量キスペプチン投与のいずれでも、血中 LH濃度が有意に
増加した。さらに、新生仔期 EB投与群において、正中隆起での GnRH
免疫陽性が溶媒投与対照群に比べて高いことが確認された（右下図）。
また、新生仔期の EB投与は視索前野での GnRH ニューロン数に影響を
及ぼさなかった。これらの結果より、発達脳へのエストロゲン感作によ
る生殖機能抑制は、内因性キスペプチンの合成・放出抑制により、正中
隆起からの GnRH 分泌が抑制されることに起因することが示唆された。 
 
結論及び今後の展望 
 本研究により、出生直後（脳の発達期）の雄ラットに、エストロゲン
を慢性的に感作させると、成長後も性成熟せず不可逆に生殖機能が抑制
されること、さらにこの生涯にわたる生殖機
能停止が、生殖中枢である弓状核キスペプチ
ンニューロン、すなわち KNDy ニューロンに
おける Kiss1、Tac3 および Pdyn 発現の特異的
かつ不可逆な抑制に起因することが明らかに
なった。今後は、どのようなメカニズムによ
って、Kiss1、Tac3 および Pdyn 発現が特異的か
つ不可逆に抑制されるかについて、その分子
機構を明らかにすることが必要である。 
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 ４．発表年

GnRHパルス発生中枢制御機構におけるカルシトニン受容体の役割
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